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RESUMO
Tendo em vista a necessidade de novos produtos naturais na indústria alimentícia e o custo de 
produtos de alto valor agregado, diversos grupos de pesquisa vêm se dedicando a investigar 
bioprocessos capazes de produzir compostos naturais de interesse comercial. Os aromas alimentares 
podem ser obtidos através de processos sintéticos (química fina), originários de microrganismos ou 
metabólitos de plantas, ou ainda menos extensamente do metabolismo animal. Os produtos da 
química fina importados pelo Brasil representam anualmente um montante de 2 bilhões de dólares. 
Deste montante, o setor de aditivos para alimentos e cosméticos deve representar aproximadamente 
10 0  milhões de dólares anuais, o que indica a sua importância econômica. O aroma sintético derivado 
da petroquímica ou outra natureza química, está sendo substituído gradativamente pelo de origem 
enzimática ou de fermentação de microrganismos. Isto deve-se tanto às novas exigências do 
consumidor como também ao fato de que os flavorizantes e aromatizantes sintéticos são artificiais, 
enquanto os obtidos por processos biotecnológicos são tidos como “naturais” (Generally Recognized 
As Safe - GRAS). Esta regulamentação abriu oportunidades ainda maiores para que novas pesquisas 
sejam realizadas neste setor biotecnológico. O presente trabalho teve como objetivo estudar a 
cinética de crescimento e produção de aromas alimentares (principalmente acetoína) de três espécies 
de leveduras do vinho, Hanseniaspora guilliermondii (CCT 3800), Kloeckera apiculata (CCT0774) 
e Hansenula anomala (CCT2648) em diferentes condições de cultivo. A temperatura, o pH e a 
concentração inicial de substrato foram os parâmetros estudados. Os resultados mostraram que a 
temperatura e o pH ótimo de crescimento das leveduras estudadas foram semelhantes entre si e 
equivalentes a 20'’C e 5,5, respectivamente. A concentração de substrato (glicose) foi estudada nas 
concentrações que variaram entre 10 e 40 g.L'\ A evolução do pH nas condições de cultivo foi 
espontânea e a temperatura, controlada. Hansenula anomala (CCT2648) foi a levedura que 
apresentou a maior velocidade específica máxima de crescimento, na ordem de 0,77 h'^  quando a 
concentração inicial de glicose foi 15g.L'‘ a um pH de 5,5 e uma temperatura de 30“C em meio 
complexo. Esta cepa mostrou-se também como a maior produtora de acetato de etila, com uma 
concentração final no meio de 3,6 g.L'  ^ quando a concentração de substrato foi de 40 g.L’\  como 
previamente descrito em relatos bibliográficos. Por outro lado, não produziu acetoína nem diacetil 
nas condições de cultivo utilizadas. Kloeckera apiculata (CCT 0774) teve a menor velocidade 
específica máxima de crescimento, na ordem de 0,69 h'* na mesma concentração de substrato (15 
g.L'^), temperatura e pH das outras duas leveduras. Foi detectado níveis de acetoína na ordem de 
270 mg.L'  ^ quando 40 g.U  ^ de glicose foram utilizados como substrato. Hanseniaspora 
guilliermondii (CCT 3800) apresentou concentrações de acetoína mais altas que as relatadas na 
bibliografia, 334 g.L"^  desfavorecendo a sua utilização na elaboração dos vinhos.
ABSTRACT
Having in mind the necessity of new natural products in the food industry and the cost of high value 
added products, several research groups are investing their time on investigations of bioprocesses 
able to manufacture commercial natutal compounds. The food aroma can be obtained through 
synthetic processes (fine chemistry) fi-om microorganisms or plants metabolites, or even less 
extensively from animal metabolism. The imported fine chemistry products that Brazil imports, 
represents 2 billion dollars yearly. From that amount, the sector of aditives for food and cosmetics 
represents close to 100 million dollars yearly wich shows its economical importance. The synthetic 
aroma fi-om Petrochemistry or other chemical nature, is being substituted by the enzymatic origin or 
microorganisms fermentation. This is due to the new consumer requirements as well as because of 
the synthetics flavorings and aromatizing are artificial, while the ones originated fi'om 
biotechnological processes are considered as “natural” (GRAS). This role has created opportunities 
even wider for the new researches being realized on this field. Based on this, the present work had 
the objetive of studying the kinetic growing of three wine yests Hanseniaspora guilliermondii 
(CCT3800), Kloeckera apiculata (CCT0774) e Hansenula anomala (CCT2648) capable of 
producing aromas for food sector interest. Temperature, pH and initial concentration of the 
substract were the parameters studied. Besides, some volatile compounds were also determined  ^The 
optimized temperature and pH de growing the studied yeast were similar among them selves, 20“C e
5,5 respectively. The substract concentration (glucose) was studied on concentrations fi’om 10 g/L 
to 40 g/L. The evolution of pH on the culture conditions were spontaneous and the temperature 
controlled. Hansenula anomala (CCT 2648) was the yeast wich showed the greatest specific 
maximum growing speed, in the order of 0,77 h'^  when the initial glucose concentration was 15 g/L 
and the pH aproximately 5,5 , and temperature of 30‘’C on a synthetic environment. This species has 
swoed itself also the greatest producer of ethyl acetate, approximately 3,6 g/L when the 
concentration of the substract was 40 g/L as related previously on the bibliography references. On 
the other side, it hasn’t produced acetoin neither diacetyl on the culture conditions utilized. 
Kloeckera apiculata (CCT 0774) had the lowest specific maximum growing speed, in the order of
0,69 h'^, in the same concentration of the substract (15 g/L), temperature and pH of the other two 
yeasts Hansenula anomala e Hanseniaspora guilliermondii. Were detect, ethanol levels, ethyl 
acetate and acetoin in order of 334 e 277 g/L, respectively. Hameniaspora guilliermondii 
(CCT3800) has presented concentrations of acetoin higher than the related on the bibliography, not 
indicating it on the wine manufacture.
INTRODUÇÃO
Os aromas são aditivos indispensáveis usados nas indústrias de alimentos, farmacêutica, 
de cosméticos e de cigarros. Os aromas alimentares, juntamente com o aspecto e a textura, têm 
\un papel importante no sentido atrativo dos produtos. Embora adicionados em pequenas 
quantidades e de serem isentos de qualquer interesse nutricional, a aromatização serve 
exclusivamente para realçar ou melhorar o gosto dos alimentos, conferindo a estes um sabor 
característico.
O flavor das bebidas alcoólicas é produzido por um grande número de compostos. Dentre 
eles, a acetoína é importante por causa do seu envolvimento com o buquê do vinho, e é um 
componente chave na biossíntese de diacetil e 2,3 butanodiol Esta cumpre um importante papel 
como potencializador de aromas nas concentrações que podem variar entre 8 a 40 mg.L'* 
(ROMANO et al, 1997). O diacetil cria imi flavor não muito bom nas bebidas alcoólicas, tem 
odor característico e é detectável nos vinhos a baixos níveis (entre 2 a 4 ppm). Por outro lado, o 
diacetil é um composto importante, por produzir o aroma da manteiga e é derivado da acetoína 
por oxidação (BERGER, 1995). O 2,3 butanodiol (também formado pela redução da acetoína) é 
inodoro, e apesar de ser ligeiramente doce, não influencia muito o flavor e o sabor do vinho 
porém, é o segundo composto neutro mais importante deste, após o glicerol. Sua importância está 
relacionada ao extrato seco do vinho e é encontrado nas concentrações entre 0,2 a 3 g.U* 
(HEROLD et a l,1995).
A acetoína é produzida por via sintética a partir do diacetil por redução parcial, ou por 
ação microbiana, formada durante a fermentação das leveduras a partir de uma fonte de açúcar. É
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um produto normal da fermentação alcoólica, e seu conteúdo no vinho pode ser originado por 
diferentes origens; pelas leveduras durante a fermentação alcoólica, ou por bactérias durante a 
fermentação malolática (ROMANO e SUZZI, 1996).
Os aromas sintéticos derivados da petroquímica ou outra natureza química, estão sendo 
substituídos gradativamente pelos de origem enzimática ou fermentação de microrganismos. Isto 
deve-se tanto às novas exigências do consumidor como também pelo fato de que os flavorizantes 
e aromatizantes sintéticos são artificiais, enquanto os obtidos por processos biotecnológicos são 
tidos como “naturais”.
Tendo em vista a necessidade de novos produtos naturais na indústria alimentícia e o custo 
de extração e purificação destes produtos, diversos grupos de pesquisa vêm se dedicando a 
investigar bioprocessos capazes de produzir compostos naturais de interesse comercial. A 
iniciativa da realização deste estudo partiu deste fato. O objetivo deste trabalho é estudar a 
cinética de crescimento e produção de aromas alimentares (principalmente acetoína) de três 
espécies de leveduras do vinho, em diferentes condições de cultivo, utilizando para isto meio 
complexo.
Poucos são os estudos em relação à produção de acetoína por espécies individuais durante 
os processos fermentativos. Através de estudos bibliográficos, encontrou-se bactérias dos gêneros 
Lactococcus diacetilactis , Lactococcus lactis lactis, Lactobacilus casei etc. (MOLINARI et al,
1995) e leveduras apiculadas do vinho especificamente Hanseniaspora guilliermondii e 
Kloeckera apiculata (ROMANO et al, 1992, 1993, 1996). Optou-se pelas leveduras, 
principalmente pelo fato de serem microrganismos eucariotos e portanto, possuírem uma maior
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maquinaria enzimática. Além disto, graças aos avanços tecnológicos através de manipulações 
genéticas, a produção de aromas de interesse comercial poderá ser otimizada. Paralelamente, foi 
escolhida a levediora Hansenula anomala, também presente no mosto da uva, responsável pela 
formação de grande quantidade de ésteres e etil acetato, outros compostos de interesse 
(PASTORE eí a/., 1994).
No Capítulo 1 deste trabalho, foi realizada a revisão bibliográfica apresentando-se as 
razões pelas quais foram escolhidos os microrganismos, suas características fisiológicas e 
morfológicas, bem como as principais vias metabólicas utilizadas pelos mesmos. Para imi melhor 
entendimento das necessidades fisiológicas destas leveduras, foi realizado um estudo da 
composição físico-química dos vinhos. A seguir, são apresentados os principais aromas de 
interesse neste estudo, sua utilização e os principais microrganismos produtores destes 
compostos.
No Capítulo II foram descritos o material, os equipamentos, os microrganismos e o meio 
de cultura utilizados para a realização das fermentações. São relatados, também, os métodos 
analíticos usados na determinação da concentração de biomassa, glicose, etanol, acetato de etila, 
diacetil e acetoína.
No capítulo III são apresentados os principais resultados obtidos nesta pesquisa. 
Apresenta-se os resultados de experimentos realizados em tubos de ensaio, írascos agitados e 
fermentador de bancada.
Finalmente no Capítulo IV, as conclusões finais do trabalho e as sugestões para fiituros 
trabalhos são relatadas.
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CAPITULO I - REVISÃO BIBLIOGRAFICA
1 - Aromas
I . l  - Terminologia
O sabor de um alimento é o resultado de um conjunto de sensações psicofisiológicas 
de natureza complexa. Ao se colocar em palavras os resultados da avaliação organoléptica de 
um determinado produto, é natural que ocorram dificuldades e até mesmo certas dúvidas. 
Para isso, é preciso definir alguns termos empregados.
Flavorizantes são substâncias químicas ou misturas acrescentadas a um alimento ou 
medicamento para suplementar ou modificar seu “flavor” próprio ou para mascarar o 
original. “Flavor” é uma sensação complexa, é a integração da sensação de odor, gosto, 
textura, etc. (OSOL e HOOVER, 1975). A International Flavors Fragancias (ANONYME, 
1997) consideram o termo flavorizante, como imia ou mais substâncias dotadas de 
propriedades organolépticas, capazes de conferir e/ou acentuar o sabor dos alimentos 
considerando como sinônimos: aroma, flavor e aromatizante.
Sabor é o conjimto de sensações decorrentes do contato de um alimento com 
estruturas sensoriais da boca e do nariz. Sinônimos: paladar e gosto (OSOL e HOOVER, 
1975).
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Essência, atualmente em desuso na indústria alimentícia, é mais aplicada a 
preparações destinadas a conferir odor a produtos não comestíveis, tais como detergentes, 
cosméticos, sabonetes, etc. (ANONYME, 1997).
 ^ 1.2 -Histórico
O uso de flavorizantes remonta à Antigüidade; possivelmente, até mesmo o homem 
das cavernas deve ter notado a diferença de odor e paladar quando cozia a came sobre 
diferentes variedades de madeira.
O comércio das especiarias teve importante papel na História Universal. Foi na Idade 
Média que se desenvolveu o uso de ervas flavorizantes, e eram cultivadas em casa. Como 
estas eram consideradas naquele tempo possuidoras de poderes mágicos, passaram para o 
domínio do médico, farmacêutico e do alquimista, desenvolvendo assim a indústria de 
flavorizantes, e que atualmente é uma das mais complexas, produzindo-se substâncias 
sintéticas, algumas das quais nunca encontradas na natureza (FRAZIER e WHESTOFF, 
1979).
Os compostos do “flavor” podem ser divididos de acordo com o critério mais comum 
em naturais e artificiais. O preço, a eficácia e o tipo do produto fmal determinam a seleção 
do agente flavorizante (SIMÃO, 1985).
Os produtos naturais (óleos essenciais, extratos, óleos, resinas) variam dependendo do 
clima, fertilizantes e área de crescimento. Problemas políticos podem reduzir a colheita ou
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impedir a importação (mentol não podia ser importado da China Comunista durante um certo 
tempo). Estes e outros problemas levaram o “flavorista” a usar o flavorizante sintético. Estes, 
embora sob o ponto de vista tecnológico, ofereçam vantagens como estabilidade, 
reprodutibilidade e comparavelmente baixo custo se comparados aos aromas naturais (OSOL 
e HOOVER, 1975). O Federal Food Dmg and Cosmetic Act ( novembro de 1966), 
regulamentado pela FDA (Food and Drug Administration) no parágrafo 121.1164 declara 
que as substâncias flavorizantes sintéticas e adjuvantes podem ser usadas em alimentos 
quando sujeitas às seguintes condições:
1. Usadas em quantidades mínimas requeridas para produzir efeito pretendido e de acordo 
como todos os princípios da boa prática de manufatura.
2. Ingredientes flavorizantes sintéticos constituem-se de uma ou mais formas apropriadas, 
usadas sozinhas ou em combinação gerahnente reconhecidas como seguras e previamente 
autorizadas para uso em alimentos (BERGER, 1995).
Do ponto de vista da Saúde Pública, seria muito mais recomendável que se usassem 
em alimentos os flavorizantes naturais e não os artificiais que são causadores de um modo 
geral de moléstias alérgicas, além de não apresentarem valor alimentício (vitaminas, 
aminoácidos, etc.) (SIMÃO, 1985).
1.3 - Definição
Designa-se por aroma alimentar uma preparação concentrada de substâncias 
aromáticas (odorantes e gustativas) destinada a ser adicionada a gêneros alimentícios para
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lhes dar ou reforçar um odor e/ou um sabor (MOLL E MOLL, 1990, citado por FABRE, 
1996). Não devem ser consumidas tal qual (lOFI - International Organization of the Flavor 
Industry, 1978).
Segundo a Legislação Brasileira (Resolução 22/76 da CNNPA do MS 1976): 
“Aromatizante é uma substância ou mistura de substâncias de propriedades odoríferas e/ou 
sápidas, capaz de conferir ou intensificar o aroma e/ou sabor dos alimentos, incluídas as 
bebidas. Excluem-se desta definição os produtos que apresentam apenas sabor doce, salgado 
ou ácido” (SIMÃO, 1985).
1.4 - Aplicações
Devido a suas propriedades olfativas e gustativas bem definidas, os aromas são 
aditivos indispensáveis usados nas Indústrias de Alimentos, Farmacêutica, de Cosméticos e 
de Cigarros. Os aromas alimentares, juntamente com o aspecto e a textura, têm um papel 
importante no sentido atrativo dos produtos. Embora adicionados em pequenas quantidades e 
de serem isentos de qualquer interesse nutricional, a aromatização serve exclusivamente para 
realçar ou melhorar o gosto dos alimentos, conferindo a estes um sabor caracteristico 
(MAYER, 1991, citado por FABRE, 1996).
Também de grande importância é o interesse dos consumidores por alimentos do tipo 
light ou dietéticos. Os aromatizantes aqui oferecem infindáveis opções para realce do sabor e 
odor dos alimentos formulados com níveis muito reduzidos de ingredientes agradáveis ao 
paladar (gorduras, sais, açúcar) (ANONYME, 1997).
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Os aromas representam ainda para o industrial a vantagem de reduzir a dependência 
para com a produção agrícola: com efeito, o abastecimento de produtos frescos está sujeito a 
variações de caráter qualitativo e quantitativo de um ano a outro e pode mesmo ser 
totalmente escasso em razão a catástrofes naturais (ETIEVANT et a i, 1991, citado por 
•FABRE, 1996). Além disso, o poder aromático de substâncias concentradas, bem mais 
acentuado que o da matéria fresca, é conhecido e controlado. Disponíveis todo o ano, estes 
aromas possuem uma qualidade organoléptica que pouco varia como o tempo, ao passo que 
as substâncias vegetais ou animais estão sujeitas a parâmetros tais como a variedade, a 
natureza do solo, o clima; enfim, eles oferecem a vantagem de estarem acondicionados sob a 
forma de pó ou líquido, o que os toma bem mais fáceis de usar ou estocar (FABRE, 1996).
1.5 - Classificação
De acordo com a Legislação Brasileira (ANONYME, 1997) os aromatizantes podem 
ser classificados como:
1.5.1 Aroma artificial
Aquele em cuja elaboração foi utilizada:
• Substância aromatizante artificial (substância quimicamente definida, obtida por 
síntese ou outro processo químico adequado e que ainda não foi encontrada na 
natureza, como etil vanilina, etil maltol, adicionada ou não de matéria prima 
aromatizante natural ( tais como ervas, frutas, especiarias etc.), produto
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aromatizante natm'al (preparação de composição complexa, como infusões, 
óleos-resinas, extratos vegetais) ou de substância aromatizante idêntica à natural.
• Substância aromatizante “idêntica à natural” - Substância quimicamente 
definida, dotada de propriedades organolépticas, obtidas por síntese ou outio 
processo químico adequado e que apresenta a estrutura idêntica à da substância 
aromatizante natural, tais como vanilina sintética e mentol sintético.
1.5.2 - Aroma natural
Aquele em cuja elaboração foi feito uso exclusivo de matéria prima aromatizante 
natural quimicamente definida e/ou produto aromatizante natural. É obtida a partir de 
matérias vegetais ou animais de uma parte por extração (processos físicos), e de outra parte, 
por processos biotecnológicos (enzimáticos ou microbiológicos). No primeiro caso, a 
extração é feita a partir de matérias primas tradicionais; no segundo caso, o desenvolvimento 
recente dos processos biotecnológicos permitem facilitar certas limitações ( FABRE, 1996).
1.6 - Aplicação da biotecnologia à produção de compostos naturais biologicamente 
ativos.
Um composto é biologicamente ativo quando exerce uma ação específica sobre um 
determinado ser vivo, seja ele animal, vegetal ou microbiano. Uma vasta gama de compostos 
orgânicos naturais de origem vegetal, produtos do metabolismo primário e secundário, é 
biologicamente ativa, isto é, são utilizados para as mais diversas finalidades, tanto na
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terapêutica médica, para prevenir ou curar doenças, como na indústria de cosméticos e de 
alimentos, servindo como aromatizantes, flavorizantes e antioxidantes (PLETSCH, 1998).
Com relação à produção de metabólitos secundários bioativos, a biotecnologia oferece 
como estratégias: os processos fermentativos ou bioprocessos, no qual o crescimento da 
biomassa e a formação de produtos ocorrem em bioreatores; a micropropagação, através da 
qual clones selecionados pelas suas características fenotípicas e livres de patógenos são 
propagados em condições assépticas e rigorosamente controladas (PLETSCH, 1998); 
bioconversão, mecanismo usado pela microbiologia industrial no qual se utiliza 
microrganismos para converter uma substância química em uma molécula ou uma série de 
moléculas homólogas; e a engenharia genética, que objetiva a alteração do genoma das 
células através da introdução de novos genes e a conseqüente obtenção de células, órgãos e 
plantas transgênicas com características bioquímicas alteradas (FABRE, 1996).
1.6.1 - O progresso da biotecnologia
Graças aos progressos realizados no domínio do conhecimento e do funcionamento 
dos organismos vivos, o campo de ação dos processos utilizando microrganismos ou enzimas 
purificadas para a produção dos aromas é consideravelmente amplo. A multiplicidade das 
espécies naturais utilizando uma variabilidade nas condições de cultura e uma variabilidade 
suplementar induzida pela escolha dos processos realizados no domínio da engenharia 
genética permite a modificação dos sistemas biológicos ao nível molecular. Assim é possível 
obter-se, de uma parte os microrganismos recombinantes apresentando novas propriedades
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metabólicas, e de outra parte enzimas capazes de super produzir certos aromas (LERCH e 
SCHILLING, 1992, citado por FABRE eíúr/., 1995).
É importante realçar que em relação à engenharia genética aplicada ao setor 
alimentar, somente poucas cepas são utilizadas tradicionahnente nos processos. Em 
conseqüência, o preço destes aromas são muito elevados: de 80 à 4.000 U$ por Kg (FABRE,
1996), além do mais, os investimentos de pesquisa e desenvolvimento da mesma forma que 
os custos de funcionamento não são compensados pelos ganhos de produtividade, mas 
somente por um valor agregado subjetivo induzidos por disposições legais (TOURSEL, 
1996, citado por FABRE, 1996).
1.6.2 - Forma de produção de aromas via processos biotecnológicos
Os aromas produzidos por via biotecnológica são chamados também “aromas 
“neonaturais”, isto é, são sintetizados por um ou vários sistemas enzimáticos próximos ou 
idênticos à própria matéria prima vegetal (FABRE, 1996).
A via mais utilizada pelos sistemas tradicionais consiste na síntese de substâncias 
aromáticas por bioprodução. Esta se dá por via fermentativa onde a cultura microbiana pode 
ser melhorada pela otimização das condições de cultivo (FABRE, 1996).
Outro processo que envolve reações múltiplas é a bioconversão, onde a partir de 
sistemas enzimáticos é possível ampliar, degradar ou modificar o substrato, deste modo 
acrescentando ou substituindo a quimiosíntese (BERGER, 1995).
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Fermentações, cultura de células vegetais ou reações enzimáticas são atualmente 
procedimentos biotecnológicos mais utilizados para produção de aromas.
1.6.3 ~  Microrganismos produtores de aromas
Os microrganismos são capazes de produzir numerosas moléculas aromatizantes e 
certamente eles são utilizados para este fim nas indústrias agroalimentares. A linhagem 
utilizada provém do ecossistema natural ou de coleções de culturas microbianas. Os 
mutantes obtidos pela maneira clássica de seleção ou mesmo de cepas transformadas pela 
engenharia genética são seguidamente preferidas às cepas selvagens pela sua melhor 
produtividade (FABRE, 1996).
Dentre os microrganismos produtores de aromas estão as bactérias, os fimgos 
filamentosos e as leveduras. As bactérias e as leveduras são, há muito tempo, conhecidas 
pela síntese de aromas que podem ocorrer de duas formas diferentes; a primeira corresponde 
à biossíntese de aromas a partir de substratos metabolizáveis, a segunda à bioconversão a 
partir de precursores particulados adicionados ao meio de cultura.
Entre as cinco classes de fimgos existentes que são os ficomicetos, zigomicetos, 
ascomicetos, basideomicetos e deuteromicetos, os mais estudados para a produção de aromas 
são os basideomicetos. Com cerca de 25.000 espécies, os basideomicetos formam um grupo 
importante e são considerados como os mais evoluídos de todos, sendo também os mais 
conhecidos devido ao seu tamanho macroscópico e o seu interesse no meio alimentar. Suas 
enzimas são muito utilizadas nos processos de bioconversão (FABRE, 1996).
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As bactérias e as leveduras apresentam vantagens consideráveis em relação aos fimgos 
filamentosos, tais como: fácil tecnologia, conhecimento biológico mais aprofundado e 
diversas intervenções genéticas realizadas com estes microrganismos (GROSS e ASTHER, 
1989).
No que concerne à capacidade destes microrganismos de produzir aromas, as 
concentrações obtidas são baixas, e portanto é indispensável que se faça uso do 
melhoramento da cepa mutagênica afim de aumentar a produtividade (FABRE, 1996).
1.6.4 - Estudos genéticos para produção de aromas
Pouco se sabe sobre o caráter genético que envolve a produção de acetoína com 
relação a leveduras que participam da elaboração do vinho. O que se sabe sobre este assunto, 
diz respeito a leveduras de cervejaria. Estudos genéticos têm abordado particularmente o 
uso de linhagens com capacidade reduzida de síntese de compostos indesejáveis na cerveja, 
tais como diacetil e 2,3 pentanodiona. Estas linhagens são obtidas por seleção ou alteração 
na sua bagagem genética (GALVAN et a l, 1987).
Na tentativa de resolver o problema diacetil, estudos que envolvem o gene ILV 
(isoleucina/valina/leucina) foram realizados. Sabe-se que a atividade da isomero-redutase 
(ILV5) resulta no acúmulo dos precursores de compostos dicetônicos. A ampliação do ILV5 
resultou num decréscimo de 70-80% nos níveis totais de compostos dicetônicos sem 
qualquer alteração no perfil organoléptico. Decréscimo nos teores totais de diacetil foi obtido 
com uma linhagem de levedura de cervejaria possuidora do gene de Klebsiella terrigenis
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responsável pela formação da enzima a-acetolactato descarboxilase. Esta enzima catalisa a 
formação direta do ácido acetoláctico em acetoína (ROMANO et a l, 1996).
1.7 - Mercado nacional e internacional
O preço dos produtos produzidos por via biotecnológica ainda não se justifica para 
alguns álcoois e cetonas que são sintetizados com relativa facilidade a partir de 
hidrocarbonetos. No entanto, o fato das matérias primas derivadas do petróleo estarem sendo 
gradativamente substituídas em alimentos, cosméticos etc. por matérias primas “naturais”, 
sugere o desenvolvimento de produção. Os processos biotecnológicos em geral são menos 
agressivos ao meio ambiente que seus similares sintéticos (BERGER, 1995).
Os aromas alimentares podem ser obtidos através de processos sintéticos (química 
fina), originários de microrganismos ou metabólitos de plantas, ou ainda menos 
extensamente do metabolismo animal. Os produtos da química fina importados pelo Brasil 
representam anualmente um montante de 2 bilhões de dólares. Deste montante, o setor de 
aditivos para alimentos e cosméticos deve representar aproximadamente 1 0 0  milhões de 
dólares anuais, o que indica a sua importância econômica (VITOLO, 1994).
Atualmente, a maior indústria de aromas e essências (International Flavors Fragances 
LTDA) opera em 34 países, vendendo anualmente mais de 1,5 bilhões de dólares, sendo que 
70% das vendas são realizadas fora dos Estados Unidos. Com sede no Brasil, a empresa 
produz aromas para alimentos, bebidas, higiene oral, fármacos e fumos, além de fragâncias, 
com vendas anuais acima de 85 milhões de dólares (ANONYME, 1997).
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1.8 - Acetoína, Diacetil e 2,3 butanodiol objeto deste trabalho
O flavor das bebidas alcoólicas é produzido por um grande número de compostos. 
Dentre eles, a acetoína é importante por causa do seu envolvimento com o buquê do vinho, e 
é um componente chave na biossíntese de diacetil e 2,3 butanodiol. Esta cumpre um 
importante papel como potencializador de aromas nas concentrações que podem variar entre 
8 a 40 mg.L * (ROMANO eí al, 1997). O diacetil cria um flavor não muito bom nas bebidas 
alcoólicas, tem odor característico e é detectável nos vinhos a baixos níveis (entre 2 a 4 
ppm). Por outro lado, o diacetil é um composto importante, por produzir o aroma da 
manteiga e é derivado da acetoína por oxidação. Tanto a acetoína quanto o diacetil tem 
características aromáticas semelhantes, mas como o diacetil é bem mais potente que a 
acetoína, é preferido como aditivo (BERGER, 1995). O 2,3 butanodiol (também formado 
pela redução da acetoína) é inodoro, e apesar de ser ligeiramente doce, não influencia muito 
o flavor e o sabor do vinho porém, é o segundo composto neutro mais importante deste, após 
o glicerol. Sua importância está relacionada ao extrato seco do vinho e é encontrado nas 
concentrações entre 0,2 a 3 g.L * nos vinhos (HEROLD et al, 1995).
1.8.1 -Diacetil
O diacetil também conhecido como 2,3 butanodiona, biacetil, dimetil dicetona, 
dimetil glioxal ou 2,3 dicetobutano de fórmula, C4 Hó O2, possui cor amarelo esverdeado, 
peso molecular de 86,09 e ponto de ebulição de 8 8 °C (MERCK, 1990). É produzido por via
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sintética, a partir da butanona, e por via microbiologica, principalmente por bactérias dos 
gêneros Lactobacillus, Lactococcus e Bacillus, usando como substrato a glicose e outras 
fontes de carbono. Além de propriedades aromáticas, também apresenta propriedades 
antimicrobianas (especialmente contra bactérias gram positivas e fimgos) (GRANATA e 
MORR, 1996).
O diacetil é um composto de importância primária numa determinada proporção, 
sendo importante constituinte do “flavor” da manteiga, coalhada, alguns produtos lácteos e 
diversos produtos não lácteos como café, pães brancos, lingüiça e margarina. Porém, podem 
ser desagradáveis em alguns produtos como por exemplo: suco de laranja, suco de maçã, 
cerveja e algumas outras bebidas alcoólicas (COLLINS, 1972).
Tanto o diacetil como a acetoína são moléculas pequenas e solúveis em água (1:4 para 
diacetil e acetoína é livremente solúvel) podendo ser separados por ultrafiltração com filtros 
de pré-capa (BERGER, 1995). A presença de acetoína e diacetil nos vinhos apresenta duas 
razões principais de interesse: uma por influenciar e potencializar o aroma, flavor, e outra 
pela sua importância no ciclo metabólico, por formar 2,3 butanodiol a partir da acetoína e/ou 
diacetil (composto importante na relação álcool em peso/extrato seco reduzido). O diacetil é 
encontrado nos vinhos em concentrações de 2 - 4  ppm, e 0,25 -  0,5 ppm nos sucos de 
laranja, sendo seu odor bem distinto a baixas concentrações. É formado a partir da acetoína 
por oxidação, e é considerado como um composto aromático chave da manteiga e produtos 
lácteos que envolvam ação bacteriana (GUYMON e CROWELL, 1965), além de carriers de 
outros aromas, como o de vinagre e café (BERGER, 1995). Estudos bibliográficos.
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encontraram níveis significativos de 2,3 - butanodiona no mel de lom’eiros, onde seu papel é 
ser carreador do aroma do mel (BERGER, 1995).
Sabe-se que nas culturas lácticas, há maior capacidade dos microrganismos 
produzirem mais diacetil que acetoína a partir do leite, mas não produzirem a mesma 
quantidade quando crescem em caldo de glicose ou lactose sem nenhum citrato ou substituto 
do citrato. A síntese do diacetil requer um excesso de ácido pirúvico disponível, que não seja 
necessário ao metabolismo do microrganismo (ICANEKO et al, 1991; ANTINONE et al, 
1994).
Biossíntese de diacetil (segundo COLLINS, 1972)
Na maioria das bactérias a acetoína e o diacetil são formados a partir do piruvato e é 
portanto um produto do metabolismo de carboidratos. Em geral pouco ou nenhum diacetil é 
produzido a partir de carboidratos sem a presença de outra fonte de piruvato. Uma fonte 
comum é o citrato, assim metabolizado: o citrato é transportado para dentro da célula por 
uma permease induzível, e é quebrado em acetato e oxaloacetato, que é então descarboxilado 
a piruvato.
Streptococcus diacetilactis fermenta carboidratos a partir da via hexose difosfato 
(gücolítica) e ácido pirúvico, primariamente para obter energia na forma de Adenosina 
trifosfato (ATP), necessária para a síntese de material celular. Na glicólise (oxidação), para 
cada um mol de glicose, dois de piruvato são formados e dois moles de Nicotinamida 
Adenina Dinucleotídeo (NAD) são reduzidos. O suprimento de NAD é limitado, para cada
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redução do NAD, haverá uma reoxidação, para que a oxidação da glicose possa continuar. 
Para reoxidação do NAD pelas bactérias, é preciso usar o ácido pirúvico como aceptor de 
hidrogênio e formar ácido láctico. Assim, a formação de ácido láctico é requerido para o 
balanço da glicólise e, a menos que outro aceptor de elétrons esteja disponível no sistema, 
pouco ácido pirúvico estará disponível para a síntese de diacetil e acetoína.
O microrganismo tem outra via para produção do ácido pirúvico quando o citrato está 
presente no meio e simultaneamente a produção de NAD é reduzida, nenhuma energia é 
formada, mas o citrato pode ser convertido a ácido láctico, o resultado é um excesso de ácido 
pirúvico para ser convertido em diacetil, acetoína e outros produtos.
1.8.2 - Acetoína
A acetoína, também conhecida como 3- hidroxi-2-butanona, 2,3 butanolona, acetil 
metil carbinol, dimetilcetol e y- hidroxi-p-oxobutano, é um líquido de odor agradável, de 
peso molecular 88,10, de fórmula química C4 Hg O2 e ponto de ebulição igual a 148°C 
(MERCK, 1990). Acetoína é considerada um constituinte do vinho e sua presença é 
significativa em relação às propriedades organolépticas de algumas bebidas. O “flavor” 
significativo da acetoína se dá pelo seu importante papel como potencializador de aromas, 
enquanto o diacetil e o 2,3 butanodiol são conhecidos por exalarem odores nas bebidas 
alcoólicas, que são derivados da acetoína por oxidação.
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A acetoína é produzida por via sintética a partir do diacetil por redução parcial, ou por 
ação microbiana, formada durante a fermentação das leveduras a partir de uma fonte de 
açúcar.
A acetoína é um produto normal da fennentação alcoólica, e seu conteúdo no vinho 
pode ser originado de diferentes origens: de leveduras durante a fermentação alcoólica; pela 
deterioração das leveduras, de bactérias durante a fennentação malolática, e pela 
deterioração das bactérias (ROMANO e SUZZI, 1996). As quantidades de acetoína podem 
variar no vinho, em geral, os vinhos tintos mostram níveis mais elevados de acetoína que os 
vinhos brancos (GUYMON E CROWELL, 1965; RONKAINEN et a l, 1970; ROMANO et 
al, 1996). Trabalhos recentes demonstram que estas concentrações podem atingir em tomo 
de 100 -  200 mg.L * deste composto nos vinhos tintos, dependendo da espécie e estirpe da 
levedura utilizada (ROMANO et a l, 1992, 1996). A acetoína contida nos vinhos doces, 
produzido pela adição de espíritos de vinho, pela fennentação parcial, têm valores mais 
elevados (50 -  200 mg.L’*) em relação ao correspondente vinho seco, onde há fermentação 
completa (em tomo de 5 -  20 mg.L *). Níveis significativamente elevados de acetoína foram 
encontrados em amostras de “sherry” (450 mg.L'* ) (ROMANO e SUZZI, 1996). As 
leveduras apiculadas têm sua capacidade diminuída nos vinhos brancos, isto deve-se 
provavelmente aos baixos valores de pH destes vinhos (FLEET et al, 1984).
O ácido pirúvico aparece como sendo a fonte geral de acetoína e a sua conversão é 
derivada de enzimas produzidas por bactérias, leveduras ou células vegetais, e por conversão 
não enzimática catalisada a partir da tiamina. Alimentos e bebidas produzidos por ação
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fermentativa das leveduras, invariavelmente também contém 2,3 butanodiol por redução da 
acetoína (CROWELL e GUYMON, 1963).
A acetoína é formada na fermentação bacteriana pela reação de uma molécula de 
ácido pirúvico e outra do complexo acetaldeído - TPP para formar o a-acetolactato o qual é 
descarboxilado para formar acetoína. Já a formação de acetoína por ação das leveduras a 
partir de carboidratos, se dá a partir da condensação de uma molécula de acetaldeído com 
um complexo acetaldeído -  enzima (tiamina pirofosfato) para formar acetoína diretamente 
(GUYMON e CROWELL, 1965). LEWIS e WEINHOUSE (1958), relatam que o a- 
acetolactato é um precursor imediato tanto da acetoína em bactérias como em leveduras. 
OWADES et al. (1996), citado por ROMANO e SUZZI (1996), associam a formação de 
acetoína e diacetil com a biossíntese de valina durante o processo fermentativo por S. 
carlsbergensis, mostrando que a adição de valina no meio de fermentação suprime a 
produção de diacetil.
1.8.2.1 -Biossíntese de acetoína por bactérias (segundo Collins, 1972)
A reação chave para utilização do piruvato é a descarboxüação do piruvato a 
hidroxietilamina pirofosfato, chamado de Complexo - Acetaldeído - TPP. A descarboxilação 
do piruvato requer tiamina pirofosfato (TPP) e um metal bivalente (Mg^^). 
Hidroxietiltiamina está envolvida em muitas reações por dois mecanismos para formação de 
acetoína, conforme esquema abaixo:
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Mecanismo I
Hidroxietilamina pirofosfeto / '— g^-acetolactato/^ Acetoína Diacetil
Piravato
Mecanismo II





1.8.2.2 -Biossíntese de acetoína por leveduras
A acetoína é um produto secundário significativo do metabolismo dos carboidratos 
pelas leveduras do vinho. Ocorre só na presença de carboidratos fermentecíveis, ou do ácido 
pirúvico não comprometido com o metabolismo microbiano, particularmente para síntese de 
material celular (COLLINS, 1972).
A presença de compostos carbonila, como o diacetil e acetoína em produtos 
fermentados, foram inicialmente descritos como sendo produzidos por ação bacteriana. 
Entretanto, desde 1950, ficou esclarecido que as leveduras também produzem acetoína e 
diacetil (LEWIS e WEINHOUSE, 1958; JUNE, 1952, citado por COLLINS, 1972). O 
mecanismo de produção, contudo, foi contestado por muito tempo, até que estudos efetuados
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por COLLINS (1972) e WAINWRIGHT (1973), revelaram que a biossíntese de acetoína por 
leveduras se dava conforme esquema abaixo:
Via A
ACETALDEÍDO ATIVO + PIRUVATO ___ ACETOLACTATO------- ACETOÍNA
ViaB
ACETALDEÍDO ATIVO + ACETIL CoA------  DIACETIL-------- ACETOÍNA
VIAC
ACETALDEÍDO ATIVO + ACETALDEÍDO--------  ACETOÍNA
Via Metabólica “A”
A síntese de acetoína começa com o piruvato, que é derivado da degradação dos 
carboidratos. Acetaldeído ativo e piruvato são transformados em a-acetolactato pela enzima 
ácido hidróxi sintetase. O a-acetolactato pode também ser formado a partir de um sistema 
não enzimático a partir do piruvato e da tiamina (ROMANO e SUZZI, 1996).
De acordo com JUNE (1952), CHUANG e COLLINS (1968), citados por ROMANO 
e SUZZI (1996), as leveduras podem usar o a-acetolactato exclusivamente para formar 
produtos que são importantes para o seu metabolismo, como a vaüna e ácido pantotênico. A 
adição de valina não evita a formação de acetoína por parte de S. cerevisae. Isto indica que o 
a-acetolactato não serve de intermediário para a síntese de acetoína por estes 
microrganismos (CHUANG e COLLINS, 1968).
O esquema da biossíntese da acetoína pelas leveduras está resumido na Figura 1.





1 - glicólise, 2- Pimvato descarboxilase, 3- Ác. Acetohidroxi sintetase, 4- a-acetolactato 
descarboxilase, 5- Diacetil sintetase, 6- Diacetil redutase, 7-Condensação acetaldeído, 8- Acetoína 
redutase, 9- Descarboxilação oxidativa CoA, coenzima A
FIGURA 1 - Esquema da biossíntese de acetoína pelas leveduras (ROMANO et  a/.,1993; 
ROMANO e SUZZI, 1996).
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Ao contrário do que tinha sido previamente relatado, foi demonstrado que as 
leveduras também podem descarboxilar o a-acetolactato diretamente a acetoína de forma 
normalmente utilizada por bactérias. Por análise radioativa, DEIANA et al. (1996) citado por 
ROMANO e SUZZI (1996), mostraram que algumas cepas de Debaryomyces hansenii foram 
capazes de formar acetoína a partir de glicose e ácido láctico, pela descarboxilação direta do 
a-acetolactato. A acetoína produzida é afetada pelo tipo de cepa, substrato e tempo de 
incubação.
O a-acetolactato pode ser degradado não enzimáticamente em diacetil por intermédio 
de uma descarboxilação oxidativa, e esta decomposição, depende das propriedades físicas 
das bebidas alcoólicas. A evidência concreta é que o diacetil é formado a partir do a- 
acetolactato como um subproduto da biossíntese do ácido a-oxo-isovalérico, um 
intermediário da biossíntese de valina, leucina e ácido pantotênico (COLLINS, 1972).
A conversão do a-acetolactato em diacetil, se dá, em geral, fora da célula e por via 
não enzimática, necessitando ainda de provas que enzimas de leveduras ou células intactas 
possam catalisar tal conversão (ROMANO et al, 1996).
Via Metabólica “B”
Outra rota da biossíntese de acetoína nas leveduras, é a condensação do acetaldeído 
ativo (TPP) com acetil CoA, para formar a diacetil com a redução sucessiva a acetoína. 
Embora a produção de acetoína seja muito grande, algumas cepas de S. cerevisae são
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incapazes de produzirem diacetil por causa da ineficiência da diacetil sintetase, a enzima 
necessária para a reação da acetil coenzima A com o acetaldeído-TPP (COLLINS, 1972).
Diacetil redutase catalisa a redução do diacetil a acetoína, tendo o NADH como 
doador de elétrons, mas não consegue catalisar a reação reversa, demonstrando que a 
redução a diacetil por esta enzima é irreversível (ROMANO e SUZZI, 1996). Diacetil 
redutase é mais ativa sobre o diacetil a pH 7,0, enquanto que não é muito ativa em valores de 
pH baixos. Conseqüentemente, nestas condições, haverá uma menor formação de compostos 
menos odorizantes. A enzima é mais ativa à temperatura de 40°C para Kluyveromyces 
marxianus e S. carlsbergensis. A atividade da diacetil redutase tem sido detectada em S. 
cerevisae, S. carlsbergensis e Candida utilis (COLLESÍS, 1972).
Via Metabólica “C”
A acetoína é produzida pela condensação do acetaldeído-TPP com acetaldeído livre, 
sem a participação do a-acetolactato. A formação de acetoína por extrato de células de 
leveduras é estimulada pela adição de acetaldeído. Isto indica que as leveduras formam 
acetoína por condensação do acetaldeído livre com o complexo acetaldeído-TPP. O 
mecanismo descrito por COLLINS (1972), confirma que a acetoína não pode ser oxidada a 
diacetil, contrariamente ao que havia sido relatado por diversos autores (ROMANO e 
SUZZI, 1996).
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1.8.3.3 - Fatores que afetam a produção de acetoína pelas leveduras 
Aeração
A acetoína (acetil metil carbinol) é encontrada normalmente a partir de determinadas 
fennentações do mosto da uva por leveduras em condições altamente aeradas. Condições de 
aeração favorecem o acúmulo de acetoína, aumentando também a formação de álcoois 
superiores, especialmente isobutil álcool e menos intensamente isoamil álcool (GUYMON e 
CROWEL, 1965).
Um meio pobre em oxigênio (0,2 mg de O2/L) induz uma formação rápida de a- 
acetolactato e níveis máximos são obtidos por meios muito aerados (17,4 mg de O2/L). A 
formação de a-acetolactato dependente de oxigênio está intimamente relacionada à 
utilização de carboidratos, aminoácidos, treonina, lisina, potássio, íons e cátions presentes no 
meio(BASSIT e ta l, 1993).
Inóculo
A atividade metabólica das leveduras reduz rapidamente 0  diacetil a acetoína e este a
2,3 butanodiol. Este metabolismo rápido explica a ausência de grandes quantidades de 
diacetil durante a fase ativa da fermentação. Quanto mais leveduras estiverem presentes, 
mais rapidamente o diacetil é reduzido. Logo, uma quantidade elevada de inóculo favorece á 
formação de acetoína. Em trabalhos realizados por ROMANO et al (1997), utilizando meio 
sintético para determinação dos produtos resultantes de fermentação, pelas leveduras
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apiculadas do vinho, foram utilizados uma concentração de inóculo de 5 g.L * de peso seco. 
Nos trabalhos realizados por HAUKELI e LIE (1972), o qual estudaram o comportamento 
cinético de algumas linhagens de leveduras do vinho, foram utilizados uma concentração de 
inóculo de 2,5 g.L'  ^de peso seco. Isto indica que a concentração de inóculo ideal está entre
2,5 e 5 g.L'  ^de peso seco.
Concentração de glicose
A quantidade de diacetil sintetase nas células de S. cerevisae é influenciada pela idade 
da cultura, e pela composição do meio, especificamente a concentração de glicose. A 
concentração de glicose recomendada por WICKERHAM (1951), citado por ROMANO 
(1993) é de 50 g.L *.
pH
O pH é um importante parâmetro na regulação do metabolismo microbiano para 
produção de 2,3 butanodiol. Condições alcalinas favorecem a produção de ácidos orgânicos 
enquanto a formação de acetoína e 2,3 butanodiol é privilegiada em valores de pH 
ligeiramente ácidos (JANSEN, 1983).
Temperatura
O aumento da temperatura aumenta também a formação de subprodutos, como 
glicerina, acetoína, 2,3 butanodiol e acetaldeído. Para ácidos voláteis, a temperatura ideal é 
de 25° C (RANKINE, 1967). Para a produção de acetoína, a temperatura ideal é em tomo de 
30-35°C. A concentração de acetoína aumenta em 100% à temperatura de 35° C em 
relação à temperatura de 15° C (LAFON, 1955, citado por AMERINE et al, 1979).
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1.8.2.4 -Principais microrganismos produtores de acetoína e /ou diacetil. 
TA B E LA  1 - Lista de microrganismos produtores de acetoína e/ou diacetil.
Gênero Forma T”C
ótima*













L. helveticus Acetaldeído, 
Acido acético, 
Diacetil, etanol
BAUMES eta l ,  
1986.
L. lactis Acetaldeído, 
Diacetil, etanol
BASSIT eta l ,  
1993.






ANTINONE etal ,  
1994.





















MONNET et al, 
1994.
Pediococcus Cocos 25-30T P. acidilactici Acetoína, diacetil BERGER, 1995.
Leuconostoc Ovóide 25-30°C L. cremoris Etanol, acetoína, 
diacetil.




KANEKO eta l ,  
1991.
L  lactis Acetoína, diacetil KANEKO etal ,  
1991.
Bifidobacterium Bacilos 35-38T B.breve 
B.bifidum,
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Zygosaccharomyces leveduras 20°C Z. bailii Propanolol, 
isobutanol, 
etanol, acetoína
ROMANO eta l  
1992.







Hansenula anomala leveduras 20-30®^ H. anomala Etil acetato, 
etanol
BERGER, 1995.
Kloeckera leveduras 20-30X Kl. apiculata Acetoína 2- 
acetolactato, 
2,3 butanodiol
ROMANO eta l  
1996.
Candida leveduras 20-30T C. stellata Acetoína, etanol, 
2- acetolactato, 
2,3 butanodiol
ROMANO etal  
1996.
Saccharomycodes leveduras 20-30T S. ludwigii Acetoína, etanol. 
2,3 butanodiol
ROMANO etal  
1996.
Torulaspora leveduras 20 -30°C T. delbrueckii Acetoína, etanol, 
2,3 butanodiol
ROMANO et a i 
1996.
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1.8.3 -  2,3 butanodiol
O 2,3 butanodiol, também conhecido como 2,3 butilenoglicol, 2,3 dihidroxibutano, 
dimetilenoglicol, é um líquido viscoso, incolor e inodoro, possui as três formas isoméricas: 
meso, dextro e levomérica. O 2,3 butanodiol não tem um apreciável efeito sensorial de 
qualidade para os vinhos, entretanto, pode contribuir de alguma maneira quanto a sua 
viscosidade. Existe uma relação inversa entre a produção de acetoína e 2,3 butanodiol para 
as linhagens de leveduras. As leveduras altamente produtoras de acetoína são baixas 
produtoras de 2,3 butanodiol e vice versa. As baixas produtoras de 2,3 butanodiol sugerem o 
baixo poder fermentativo das leveduras ou mais, um defeito da acetoína redutase, enzima 
que cataliza a redução de acetoína em 2,3 butanodiol (ROMANO e SUZZl, 1996).
O extrato seco do vinho é composto pelas substâncias voláteis e não voláteis presentes 
no mesmo, das quais fazem parte proteínas, pectinas, matérias corantes, sais minerais, 
açúcares, aminoácidos, polióis (glicerol e 2,3 butanodiol) e ácidos (láctico, succínico e 
tartárico), entre outras. O glicerol representa cerca de irai terço do extrato seco (Garoglio 
1959 citado por GIUGLIANl, 1984), enquanto que o 2,3 butanodiol encontra-se na 
concentração de 0,1 a 1,6 g.L * (LEE 1980, citado por GIUGLIANl, 1984).
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2 - Importância microblológíca para formação de aromas nos vinhos
O aroma dos vinhos é determinado por 400 a 600 compostos voláteis de diversas 
classes, como os álcoois, ácidos, ésteres, aldeídos, cetonas, terpenos, lactonas, e outros. 
Estes compostos são substâncias oriundas das uvas, modificados durante a vinificação, ou 
resultantes da ação microbiana durante a fermentação e maturação do vinho. A concentração 
total destes compostos é em tomo de 0,8 a 1,0 g.L*. Dentre estes compostos com 
propriedades aromáticas estão os álcoois superiores, formados durante a fermentação 
(isobutanol, isoamil álcool e 2-feniletanol), e outros em menor quantidade, dentre eles a 
acetoína (SOUMALAIN, 1971).
2.1 - Vinho
Bebida alcoólica fermentada, que é obtido, genericamente, pela fermentação alcoólica 
de um suco de fiiita natural madura, principahnente a uva {Vitis vinifera). Alguns autores, 
admitem que este nome, vinho, seja reservado só para a bebida proveniente da uva. Na 
verdade, o vinho mais antigo que se conhece não era proveniente de finta mas sim de mel 
(hidromel) (BORZANI etal, 1983).
Muitos são os tipos de vinhos existentes de acordo com a uva ( e a região) de onde 
provêm, com a concentração alcoólica fmal, com as modificações que sofi-em conforme o 
tipo de fermentação e mesmo com determinadas adições que se lhe fazem.
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Sua classificação segundo a legislação brasileira divide-se em; de mesa; espumantes; 
licorosos e compostos; podendo em cada caso serem tintos, rosados ou brancos (BORZAN et 
al, 1983).
Normalmente, os vinhos têm uma concentração alcoólica entre 10% a 13%, 
volimie/volume ou grau Gay-Lussac (AMERINE et al, 1979).
O vinho é imi produto de transformação do mosto da uva pelos microrganismos vivos. 
Desta forma, sua composição bem como a evolução são diretamente ligados aos fenômenos 
bioquímicos. Essa definição permite compreender a extrema complexidade da sua 
composição química, dos compostos envolvidos no aroma e flavor e define ainda, o valor 
alimentar do vinho; provinda de células vivas, contém quantidades diluídas de elementos 
necessários à vida (AMERINE et a l, 1979).
2.2 - Composição dos vinhos
Os principais componentes dos vinhos são; água, açúcares, álcoois, ácidos orgânicos, 
sais de ácidos minerais e orgânicos, compostos fenólicos, compostos nitrogenados, pectinas, 
gomas e mucilagens, compostos voláteis e aromáticos.
O teor de açúcar da uva varia em tomo de 15% a 30% em fimção de vários fatores, 
tais como o estágio de maturação, o clima, o solo e variedade da uva. Os açúcares são 
constituídos quase que exclusivamente de glicose e fiiitose em proporções sensivelmente 
iguais no momento da maturação (relação de fiiitose/glicose varia de 0,71 - 1,45 (FARTAS,
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1988). Durante a fermentação essa relação aumenta, visto que a maioria das leveduras 
fermenta preferencialmente a glicose.
Álcool etílico é o constituinte mais importante do vinho após a água, que representa 
cerca de 85% a 90%. Admitindo-se que o grau alcoólico dos vinhos varia entre 9°GL e 
15°GL, o álcool etílico representa de 72 a 120 g.L'\ Desse total, cerca de 0,5% é 
representado por outros álcoois, tais como: metílico, isobutílico, isoamílico, hexílico, 
feniletílico, etc (FARTAS, 1988).
A glicerina (produto da fermentação alcoólica) é, após o álcool etílico, o constituinte 
do vinho mais importante em proporção, cerca de 5 a 10 g.L *. A glicerina é um álcool com 
três funções álcoois. Seu sabor adocicado, quase igual ao da glicose, contribui para a maciez 
do vinho, mas não constitui o fator principal. O butilenoglicol é outro poliol constituinte do 
vinho, seu teor varia de 0,3 a 1,5 g.L *. Os álcoois superiores sempre presentes nos vinhos 
são; 1-propanol; 1-butanol; 2-butanol; 2-metil-l-propanol; 2-metil-l-butanol; 3-metil-l- 
butanol; 1-pentanol; e 1-hexanol (BORZANI etal, 1983).
Os principais ácidos orgânicos do vinho são: a) Os provenientes da uva: L(+) 
tartárico, L(-) málico e cítrico; e b) os provenientes da fennentação: succínico, láctico e 
acético. Existem outros ácidos orgânicos em pequenas quantidades: galacturônico, 
glucurônico, glucônico, citramálico, dimetilglicérico, pirúvico, cetoglutárico, isocítrico 
fumárico, etc. A acidez fixa do vinho é basicamente formada dos seguintes ácidos: tartárico, 
málico, láctico, succínico e cítrico; enquanto a acidez volátil é dada principalmente pelo
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ácido acético ( o baixo teor em acidez volátil indica boa sanidade do produto) (BENDA, 
1981).
O vinho contém de 2 - 4 g.L * de sais dos ácidos orgânicos e minerais. Os principais 
constituintes de sais de vinho são: ânions minerais: fosfato, sulfato, cloreto e sulfito; ânions 
orgânicos: tartarato, malato e lactato; cátions: K, Na, Mg, Ca, Fe, Al, Cu; Olieoelementos: F, 
SI, I, Br, Zn, Mn, Pb, Co, Cr, Ni, etc.
Além destes constituintes, há também: os ácidos fenólicos que conferem aos vinhos a 
coloração e grande parte do sabor; substâncias nitrogenadas, substância nutritiva 
indispensável à leveduras e bactérias; ésteres, como o acetato de etila; aldeídos e cetonas, 
como acetona, acetoína, diacetil e butilolactona e as vitaminas, importantes como fator de 
crescimento para os microrganismos.
2.3 - Microbiologia do vinho
A fermentação do suco de uva e do vinho se dá por uma intervenção microbiológica 
complexa tradicionabnente envolvendo um crescimento seqüencial de várias leveduras, 
bactérias do ácido láctico e talvez bacteriófagos. As leveduras são responsáveis pela 
fermentação alcoólica primária do suco enquanto outros microrganismos podem provocar 
outios tipos de fermentações, como a maloláctica por bactérias do ácido láctico. 
Tradicionalmente, os vinhos têm sido produzidos por fermentações naturais de leveduras e 
bactérias lácticas originárias da uva e de equipamentos vinícolas (FLEET et a l, 1984).
CAPITULO 1 - REVISÃO BIBLIOGRAFICA 3 5
A qualidade do vinho é rigorosamente definida pela ecologia microbiana de 
fermentação. Várias espécies de microrganismos se desenvolvem durante a fermentação. A 
extensão na qual se desenvolvem é que determina o tipo e a concentração das muitas 
substâncias que podem contribuir com o aroma e flavor característicos dos vinhos (HEARD 
eFLEET, 1988).
O etanol, para as leveduras que fermentam o mosto da uva, é um componente 
importante no que se refere à tolerância dos microrganismos em suportarem determinadas 
concentrações deste composto. Isto pode interferir muitas vezes na qualidade do produto 
final, principalmente dos compostos relacionados ao aroma e flavor dos vinhos (HEARD e 
FLEET, 1986).
Um fator importante, é a temperatura do processo de vinificação aliada à 
concentração de etanol existente no meio de fermentação. Segundo CALDWELL (1995), 
baixas temperaturas aumentam a resistência da membrana celular às intolerâncias do meio, 
diminuindo assim as trocas metabólicas e aumentando sua capacidade de sobreviver a altas 
taxas de etanol. GAO e FLEET (1988), estudaram o comportamento das leveduras 
Saccharomyces cerevisae, Candida stellata e Kloeckera apiculata. Demonstraram que a 
habilidade da Kloeckera apiculata e Candida stellata em tolerar o etanol está 
significativamente aumentada a baixas temperaturas. Estas duas espécies podem atuar em 
fermentações de mosto conduzidas a baixas temperaturas.
Numerosos estudos têm sido realizados quanto à importância e identificação da 
maioria das espécies de leveduras e/ou bactérias lácticas que se desenvolvem durante o
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processo de vinificação (RANKINE, 1967; ROSET etal, 1971; FLEET et a l, 1984; GAO e 
FLEET, 1988; BAUMES et a l, 1986; ROMANO et al, 1992, 1993, 1996; ClANl e 
PICCIOTTI, 1995; SILVA, 1996).
As leveduras do gênero Saccharomyces são necessárias para a fennentação do mosto. 
Algumas cepas de leveduras selvagens como as apiculadas ou outras, podem ser prejudiciais 
para a qualidade do vinho quando elas se desenvolvem durante a fermentação, embora isto 
possibilite a produção de “flavors” que conferem um caráter distinto e especial aos vinhos 
(AMERINEeía/., 1979).
3 - Características das leveduras objeto deste estudo
2.1-Hanseniaspora guilliermondii (SMITH, 1984)
Sinônimos: Hanseniaspora melligeri e Hanseniaspora apuliensis 
Crescimento em meio de glicose, extrato de levedura, água e peptona: Após 2 dias de 
crescimento à 25 °C as células são apiculadas, de forma alongada ou oval, de tamanho entre 
(2,2 - 5,8) X (4,5 -10,2) ^m. Apresentam reprodução por brotamento bipolar. A utilização de 
açúcares e compostos carbonados se dá da seguinte forma:
Fermentação:
Glicose + Maltose - sacarose
Galactose - Lactose
Assimilação de compostos carbonados;
Galactose - RafiSnose - Eritritol
Sacarose - Ribitol - Maltose




Maltose - Ác. cítrico





Crescimento em meio livre de vitaminas; -
3.2 - Kloeckera apiculata (SMITH, 1984)
Sinônimos: Saccharomyces apiculatus, Kloeckera germanica, Pseudosaccharomyces 
muelleri, Kloeckera muelleri e Kloeckera lindneri.
Crescimento em meio de glicose, extrato de levedura, água e peptona : Após 2 dias de 
crescimento à 25 °C as células são apiculadas, de forma alongada ou oval, de tamanho entre 
(1,5 - 5,0) X (2,5 - 11,5) i^m. Apresentam reprodução por brotamento bipolar. A utilização de 



























Crescimento em meio livre de vitaminas; -
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Crescimento à 37°C; +
3.3 - Hansenula anomala (SMITH, 1984)
Sinônimos: Saccharomyces anomalus, Willia anomala, Endomyces anomalus, 
Hansenula espherica, Monilia javanica, Hansenula javanica, Hansenula schneggii, Candida 
pelliculosa, Hansenula bispora, Hansenula nivea, Hansenula panis, Candida beverwijkii.
Crescimento em 5% de ágar extrato de malte: após três dias de crescimento à 25 °C, 
as células são esféricas e alongadas (1,9 - 4,1) x (2,1 - 6,1) jam. A utilização de açúcares e 
compostos carbonados se dá da seguinte forma:
Fermentação
Glicose + M altose _
Galactose - Lactose -
Sacarose + Rafinose - ou +
Assimilação de com postos carbonados:
Galactose _ Raffinose Eritritol +
Sacarose + Ribitol Maltose +
Celobiose + Xylose Manitol +
Trealose + Arabinose Ác succínico +
Lactose - Ramnose Inositol -
M altose - Ác. cítrico + Glicerol -
Crescimento em meio livre de vitaminas: +
Crescimento à 37®C: +
3.4- Acetoína produzida nos vinhos por diferentes espécies de leveduras
Diversos estudos são realizados quanto a seleção das cepas de leveduras utilizadas na 
elaboração dos vinhos, com intuito de melhorar a sua produção industrial para melhoria da
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qualidade dos vinhos. As leveduras selvagens têm um papel importante na produção de 
substâncias relacionados ao sabor e flavor dos vinhos, mas pelo fato de seu papel não estar 
bem claro e os riscos de insucesso do vinho associado a sua presença bem conhecidos, é que 
prefere-se eliminar a sua presença.
Devido à complexidade dos processos que envolvem a elaboração dos vinhos e ao 
fato de que as fermentações naturais ainda são mantidas em alguns países da Europa como a 
França por exemplo, é que se fazem necessários avanços quanto ao conhecimento destes 
microrganismos e principalmente a qualidade e a quantidade dos compostos que produzem.
Na Tabela 2, é mostrada a produção de acetoína pelas principais leveduras selvagens 
encontradas nas uvas e no mosto do vinho.
TABELA 2 - Leveduras do vinho produtoras de acetoína (ROiMANO,1996)
Espécie Número de 
cepas
Produção de acetoína 
(mg.L‘)
Saccharomyces cerevisae 1 0-0
10 26,3-76,2
100 0,1-194,6
Kloeckera apiculata 2 90-220
10 68,6-225,0
48 55,8-187,4
Hanseniaspora guilliermondii 48 50,3-258,1
Candida stellata 10 34,9-254,1
Zygosacharomyces balli 35 17,1-34,4
Sacharomycodes ludwigii 20 55,5-362,7
10 211,7-478,3
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3.5 - Fatores que afetam o crescimento celular
3.5.1 - Vitaminas exógenas requeridas
A necessidade de fontes exógenas de certas vitaminas foi estudada pelo método de 
WICKERHAM (1951), por MILLER e PHAFF (1958) e SMITH (1984). Os resultados 
obtidos relacionados ao crescimento de várias leveduras são apresentados na Tabela 3. 
TABELA 3: Vitaminas requeridas pelas leveduras.
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
H ’spora. vaüyensis +
H ’spora. uvarum +
H ’spora. osmophila - +
¥d. apiculata +
¥d. magna
1-Sem Tiamina 6-Sem Inositol
2-Sem Niacina 7-Sem Tiamina e Piridoxina
3-SemPantotenato 8-Mistura 6 vitaminas
4-Sem Piridoxina 9- Sem vitaminas
5-Sem Biotina 10- Meio sintético completo contendo
vitaminas, nitrogênio e gjicose 
(+)Bom crescimento em 4 dias QNenhum ou baixo crescimento em 4 dias
3.5.2 - Assimilação de carbonos
MILLER e PHAFF (1958) estudaram a assimilação de várias fontes de carbono pelas 
leveduras apiculadas (Tabela 4). Quatro métodos foram utilizados para determinar a 
assimilação de vários compostos carbonados pelas leveduras apiculadas, tais como; D- 
glicose, G- galactose, L-sorbose, maltose, celobiose, sacarose, trealose, lactose, melobiose, 
rafinose, melezitose, inulina, amido solúvel, D-xilose, L-arabinose, D-ribose, L-ramnose, 
etanol (somente em meio liquido), glicerol, eritritol, adonitol, dulcitol, D-manitol, D- 
sorbitol, alfa-metil-D-glicosídeo, glucano-delta-lactona, calcium-2-ceto-D-gluconato,
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potássio-5-ceto-Dgluconato, ácido láctico, ácido succínico, ác. cítrico e inositol. Os autores 
concluíram que a fonte principal de carbono é a glicose para as leveduras de interesse, sendo 
que nenhuma das leveduras relacionadas assimilava glicerol ou sacarose.
TABELA 4: Principais fontes de carbono assimiláveis pelas leveduras do vinho.
G licose C elobiose M altose R afinose
H ’spora. valbjensis + + -
H ’spora. uvamm + +  -
H ’spora. osmophila + +  +
Kl. apiculata + +  -
Kl. magna + +  +
S. ludwim + +  -
3.5.3 -Concentração de glicose
A concentração ótima de açúcar para uma velocidade máxima de crescimento é em 
tomo de 1 -  2%. Para um máximo rendimento em etanol por grama de açúcar fermentado a 
concentração ótima de açúcar é altíssima (em tomo de 20%). A concentração de glicose 
recomendada por WICKERHAM (1951) é de 50 g.L'  ^citado por ROMANO et a/. (1993).
3.5.4 - Temperatura
Alguns autores apresentam evidências de que as leveduras do vinho podem se 
aclimatar a baixas temperaturas. PEDERSON et al. (1959) encontraram que em sucos de 
uvas estocados em tanques á -2°C desenvolveu-se grande número de células leveduriformes, 
entre elas diversas espécies representadas por cepas de Saccharomyces, Torulopsis,
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Hameniaspora, e predominantemente Candida. SMITH (1984) cita irai bom crescimento 
destas leveduras à 37®C em meio contendo glicose, extrato de levedura e peptona.
O efeito da temperatura no qual a levedura se submete está relacionado diretamente a 
vários fatores, tais como a respiração celular, metabolismo fermentative, crescimento celular 
e tolerância ao etanol.
O metabolismo fermentativo das leveduras pode ocorrer em um espaço muito amplo 
de temperatura, por ex.: são encontrados valores de crescimento para Saccharomyces 
cerevisae em temperaturas altas, próximas a 40 - 45®C ou maiores. Sendo que dentro dos 
limites de 15 -35°C a fermentação é mais segura. Em temperaturas mais baixas, a velocidade 
de crescimento celular é menor, mas no entanto, pela menor evaporação do etanol, tem-se 
uma concentração fmal de álcool maior que a temperaturas mais elevadas (BENDA, 1981, 
citado por PRESCOTT e DUNN’S, 1983).
A Tabela 5 demonstra o efeito da temperatura na formação de alguns subprodutos 
originários do metabolismo das leveduras.
TABELA 5 -  Efeito da temperatura na formação de produtos secundários pelas 
leveduras do vinho (Lafon, 1955, citado por AMERINE eta/.,A979).
Produto fermentado 15® C 20® C 25® C 30® C 35® C
Açúcar fermentado em g.U^ 220 191 198 175 139
Etanol em vol % 12.6 11.5 11.9 10.5 7.8
Glicerina em mM.L'* 62 69 68 73 78
Ác. Acético em mM.L‘‘ 11.8 15.3 15.5 14.1 14.3
Ác. Succínico mM.L ’ 6.5 6.1 5.4 5.2 5.3
Acetoína em mM.L‘* 1.1 1.1 1.5 1.3 2.2
2,3 Butanodiol em mM.L'* 5.3 5.7 6.4 6.4 7.4
Acetaldeído em mM.L'' 0.6 0.7 1.1 1.2 1.2
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Altas temperaturas também conduzem a altas concentrações de ácido pirúvico e de ác. 
2-cetoglutárico. A concentração de ácido pirúvico é 3 vezes mais alta à temperatura de 30°C 
que a 20°C (RIBÉREAU-GAYON e PEYNAUD, 1966).
A formação de álcoois superiores também depende da temperatura. Sendo a sua maior 
produtividade a 20°C (AMERINE et al, 1979). À medida que a temperatura aumenta, 
diminui a formação de álcoois superiores e a 35°C somente ¥4 dos álcoois superiores são 
formados em relação àqueles formadas a 20°C.
CAPÍTULO II - MATERIAL £  MÉTODOS
CAPÍTULO II - MATERIAL E MÉTODOS
1 - Microrganismo
Os microrganismos utilizados para a realização dos ensaios fermentativos foram as
leveduras apiculadas; Hanseniaspora guilliermondii CCT 3800, Kloeckera apiculata CCT 
0774 (ATCC 18212) e não apiculada; Hansenula anomala CCT 2648 (DSM 70255) 
obtidas da Fundação Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”. Estas foram 
escolhidas aleatoriamente com base em estudos bibliográficos ( ROMANO et al. 1992, 1993 
(A); 1993 (B), 1996; HEARD e FLEET. 1986, 1988). Os autores utilizavam cepas selvagens 
selecionadas a partir da região de interesse para estudos relacionados à produção de 
compostos aromáticos para elaboração dos vinhos.
2 - MEIOS DE CULTURA
2.1 - Meio de manutenção
Meio YMA (Yeast Malt Extract Agar) com a seguinte composição. 
Extrato de levedura (YE); 3 g.L'^
-1Extrato de malte (ME) 3 g.L
Bacto peptona (BP); 5 g.L *
-1Glicose 10 g.L
Ágar 20 g.L"'
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O meio após ter seu pH ajustado em 5,5 com solução de ácido cítrico 0,5%, foi 
transferido para tubos de ensaio com rosca e esterilizado a 121®C por 15 minutos em 
autoclave. Após a esterilização, o meio ainda quente foi inclinado sob a bancada em um 
ângulo de aproximadamente 30® até completo resfriamento.
As leveduras foram inoculadas e incubadas por 24 horas a 30^C em estufa 
bacteriológica. Após este tempo de crescimento os tubos contendo os microrganismos foram 
conservadas a 4°C em refrigerador. A repicagem foi feita a cada dois meses. Este meio foi 
usado no repique e na conservação da cepa.
2.2- Preparo do inoculo
O meio de cultivo foi o YM:
Extrato de levedura (YE): 3 g.L‘‘
Extrato de malte(ME): 3 g.L *
Bacto Peptona(BP): 5 g.L’^
Gücose(*): 10; 15; 20 e 40 g.L'^
(*) Em um dos eiqjaimentos com a cepa Hanseniaspora guilliermiondn ( CCT3800), misturou-se 50 g.L ' de glicose com 50g.L ' de
sacarose).
O inóculo foi preparado a partir de uma cultura estoque. A cultura estoque serviu para 
iniciar o crescimento dos microrganismos em cultivo submerso (frascos agitados) e daí para 
o reator. Esta fase destinou-se à adaptação da levedura ao consumo do substrato (glicose) e 
ao pH utilizado. Difere do meio YMA pela variação quanto à concentração de glicose e 
pelo fato de não conter ágar em sua composição.
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Transferiu-se duas alçadas de células da cultura estoque para o frasco Erlenmeyer 
contendo caldo de cultivo. O frasco foi tamponado com algodão para permitir a aeraçâo 
adequada e incubado em um banho termostatizado agitado. O movimento giratório agita o 
líquido sem que umedeça o tampão de algodão e a força centrifiiga do meio de fermentação 
desloca o fluido formando uma camada que é arejada por difusão através da superfície 
líquida (TRAVASSOS et a l, 1988). A temperatura de incubação foi de 30°C e a agitação de 
aproximadamente 150 rpm. A concentração celular foi determinada por turbidimetria e 
gravimetria de modo que atingisse um valor de concentração próximo a 2,5 g.L'  ^ de células. 
Esta suspensão foi usada como inóculo, numa fração de 10% em fermentador ou em frascos 
agitados. Este valor foi escolhido para que não houvesse alteração significativa na 
concentração dos nutrientes no meio de cultivo.
3- Condições de operação
3.1- Ensaios preliminares em tubos de ensaio para avaliação do efeito do pH, 
temperatura e concentração do etanol sobre o crescimento celular.
Meio de cultivo:
Extrato de levedura (YE); 3 g.L**
Extrato de malte(ME); 3 g.L'^
Bacto Peptona(BP): 5 g.L‘‘
Glicose: 15 g.L'*
Ajustados para conter concentrações de etanol de: 3, 5; 7; 9; 11; 13 e 15 % (v/v) por 
adição de álcool etílico absoluto em meio estéril.
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Os ensaios foram realizados em tubos estéreis contendo 5 mL de meio, inoculados 
com 0,05 mL de uma pré cultura (24h-YM) com uma concentração de células conhecida no 
pré inoculo em tomo de 2,5 g.L'  ^para cada uma das leveduras Hanseniaspora guilliermondii 
(CCT 3800), Kloeckera apiculata (CCT0774) e Hansenula anómala (CCT 2648). Os tubos 
foram incubados em diferentes temperaturas; 10°C, 20°C e 30°C em geladeira, em banho 
refrigerado (MICROQUÍMICA) e estufa bacteriológica, respectivamente, durante 15 dias.
O crescimento das leveduras foi acompanhado com leituras diárias em 
espectrofotômetro (550 nm) como descrito no item (4.2) e calculados em concentração em 
g.L'  ^ a partir de uma curva de calibração. Os ensaios foram realizados em duplicata, e os 
resultados analisados pela média das concentrações.
Foi determinado simultaneamente ao estudo da tolerância ao etanol, a influência do 
pH; variando-se entre pH 3,0; pH 4,0; pH 5,0 e pH 6,0, ajustado previamente por adição de 
uma solução contendo 5 % de ácido cítrico (PA). O experimento foi montado como 
esquematizado na Figura 2.
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Bateria contendo 56 tubos de ensaio com 5mL de meio YM e 0,05 mL
de inóculo.
F IG U R A  2 - Esquema da montagem do experimento de avaliação do efeito da concentração 
de etanoi sobre o crescimento celular nas temperaturas estudadas (10, 20 e 30°C).
Montagem:
Foram utilizados um total de 504 tubos de ensaio com rolha de borracha, contendo 
meio YM (Yeast Malt Extract) esterilizado em autoclave 121°C por 15 minutos, inoculados 
com 0,05 mL de inóculo em 168 tubos de cada uma das leveduras {Hanseniaspora 
guilliermondii, Kloeckera apiculata e Hansenula anômala) incubados nas três temperaturas 
( 10°C, 20°C e 30®C), sendo assim, 56 tubos em cada temperatura para cada uma das 
leveduras ( 56*3= 168), como descrito anteriormente. A concentração de glicose inicial foi a 
mesma em todos os tubos (15 g.L'^).
3,2 - £n$aiois realizados em frascos agitados
Os meios de cultivo descritos na Tabela 6 foram avaliados, em duplicata, em frascos 
de Erlenmeyer, conforme descrito no item 2.2
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M H l - 3,0  
M H 2 -4 ,5  
MH3 - 5,5
Concentração de substrato M SI - 1 0  g.L'^
M S2 - 15 g.U^ 
M S3 - 20 g.U^
Composição
Extrato de levedura: 3 g.L'* 
Extrato de Malte; 3 g.L'^  
Bacto Peptona; 5 g.L'^  
Glicose: 15 g.L'^
Extrato de levedura; 3 g.U^ 
Extrato de Malte; 3 g.L“' 
Bacto Peptona; 5 g .U ‘ 
Glicose; 10,15,20 g.L'^
M H A N - K  anômala Extrato de Levedura; 3 g.L * 
M GUI - H ’spora. guilliermondii Extrato de Malte; 3 g.L * 
MKLO - Kl. apiculata Bacto Peptona; 5 g.L'  ^
___________________________________ Glicose; 15 e 20 g.L'^________
Controle de crescimento:
No final dos ensaios fermentativos (em frascos agitados), foram tomados 3 mL de 
cada um dos frascos de Erlenmeyers (seis) para avaliação de possível contaminação (em 
placas de Petri contendo o meio YMA) e do crescimento. Esta análise foi importante para se 
excluir os erros possíveis, uma vez que de cada Erlenmeyer foram colhidas assepticamente 
duas amostras de 10 mL para avaliação da concentração celular, concentração de glicose e 
pH.
3.3 - Ensaios realizados em fermentador
Os ensaios foram realizados em fermentador “New Brunswick Scientific CO INC - 
Modelo BIOFLOIII”, em regime descontínuo, com cuba de 6L, e volume útil de 4L. O meio 
de cultura utüizado está descrito na Tabela 6.
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Nesta etapa de fermentação, foi testada a concentração de glicose: (15, 20 e 40 g.L'^) 
para as leveduras Hansenula anômala (CCT2648), Hanseniaspora guilliermondii 
(CCT3800) e Kloeckera apiculata (CCT0774).
Para a cepa Hanseniaspora guilliermondii (CCT3800), foi usado além destas 
concentrações, uma mistura de substratos contendo 50 g.L'  ^de glicose e 50 g.L'  ^de sacarose. 
Esta modificação foi realizada apenas com esta cepa, por apresentar irai melhor 
comportamento cinético. O objetivo deste estudo específico foi avaliar a capacidade de 
crescimento e produção de acetoína por este microrganismo frente a outro substrato mais 
econômico (sacarose).
A temperatura, agitação, e a vazão de ar foram mantidas constantes em todos os 
experimentos a 30°C e 500 rpm e 1,5 wm respectivamente. O pH não foi controlado. O 
controle de formação de espuma foi efetuado pela adição de 200 (xL de antiespumante 
poHpropüenogUcol (AVERAGE M„ ca.2.000 - ALDRICH CHEMICAL COMPANY, INC.).
Descrição do fermentador:
O fermentador é dotado de sondas para controle automático de pH, nível de espuma e 
sensor de temperatura. Possui quatro bombas peristálticas que permitem controlar 
parâmetros importantes do processo, tais como pH, através de soluções ácidas e básicas 
(não utilizado neste estudo, pois o pH dos processos não foi controlado) e nível de espuma 
através da adição de anti-espumante. A agitação do processo é realizada por um motor que 
contém duas turbinas colocadas em dois níveis diferentes. Para obtenção da aeração
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desejada, ar estéril é introduzido no meio, proveniente de um compressor de ar cuja vazão 
(1,5 wm) é controlada através de um rotâmetro.
A Figura 3 mostra o fermentador “NEW BRUNSWICK” com seus acessórios, o 
cromatógrafo em fase gasosa - CG Instrumentos Científicos e microcomputador, onde foi 
realizada a integração das áreas referentes às análises cromatográficas.
FIGURA 3 -  Fermentador “NEW BRUNSWICK” com seus acessórios, o cromatógrafo em fase 
gasosa - CG Instrumentos Científicos e microcomputador.
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4 - Métodos analíticos
4.1 - Amostragem
Durante os ensaios de fermentação, foram retiradas alíquotas de aproximadamente 12 
mL de amostra em intervalos de tempo de 1,5 horas na fase inicial do processo, diminuindo- 
se, conforme o caso, para 30 minutos durante a fase exponencial de crescimento e 1 hora no 
decorrer da fermentação.
Após a inoculação, as amostras foram retiradas de forma estéril do fermentador, 
através de um dispositivo acoplado ao mesmo, preparadas para a determinação da 
concentração celular, glicose, etanol, acetato de etila diacetil e acetoína.
4.2 - Determinação da concentração celular
A concentração celular durante as fermentações foi determinada por dois métodos: 
por turbidimetria e por gravimetria.
A determinação gravimétrica da concentração celular, expressa em massa de material 
seco por unidade de volume (uma das formas de se caracterizar crescimento), foi utilizada 
para traçar curvas de calibração e confirmar os resultados obtidos com a medida da 
absorbância.
As medidas de absorbância foram realizadas a um comprimento de onda X= 550 rmi 
(após análise da melhor faixa de absorção do fermentado) em espectrofôtometro (modelo
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E225-D, marca CELM) e convertidas em concentração celular, massa de matéria seca por
unidade de volume, através do uso de uma curva de calibração (Figura 4).
O procedimento para a construção desta curva foi o seguinte;
• Alíquotas de 50 ml de cada cultura das três leveduras Hanseniaspora guilliermondii, 
Kloeckera apiculata e Hansenula anômala foram coletadas no final da fermentação, 
filtrados em filtro Millipore com membrana de 0,8 |im previamente secas em estufa à 
105°C . Após secagem até peso constante (24h a 105°C) a concentração celular foi 
determinada pela diferença de peso seco.
• O peso da amostra obtido após pesagem da membrana dividido pelo volume do 
fermentado fornece a concentração do número de células. Este valor expressa a 
concentração de massa seca.
• Aproximadamente 20 mL do fermentado foram retirados e realizadas diluições 1:2; 1:4; 
1:6; 1:8; e 1:10 , lendo-se a absorbância em espectrofotômetro (550 nm).
• A curva obtida correlacionando-se a absorbância com a concentração celular (g.L ') 
apresentou limites de linearidade. As equações matemáticas que descreveram este trecho 
apresentaram coeficientes de correlação (r) iguais a 0,999 ; 0,999 e 0,997 para H ’spora 
guilliermondii, Kl. apiculata e H. anômala, respectivamente. A Figura 4 mostra a curva 
de calibração para Hanseniaspora guilliermondii (CCT3800). As outras curvas de 
calibração encontram-se no Anexo 3.
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FIGURA 4 - Curva de calibração da concentração celular para H’spora guilliermondii.
As equações obtidas por regressão linear foram as seguintes:
Para Hanseniaspora guilliermondii (CCT 3800):
X,L'  ^= 0,0399+l,86701*Abs (1)
Para Hansenula anômala (CCT2647)
Xg,i;'= 1,3983-0,2535*Abs (2)
Para Kloeckera apiculata (CCT0774)
X„,;'-l,2786*Abs-0,0362 (3)
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Onde X= concentração de células (g.L *) e abs = absorbância da suspensão diluída.
Considerou-se, para o cálculo da concentração celular, a diluição utilizada em cada 
leitura, mantendo a absorbância sempre no limite de linearidade.
4.3 - Dosagem de glicose
O teste usado para a determinação de glicose foi o da “Biodiagnóstica - Enz Color” 
Princípio do método “glicose Enz Color”
p - D- glicose + O2 +  2H2O2 ----- ----- D - ácido glucônico + 2H2O2
D - ácido glucônico + 2H2O2 + hidroxibenzoato + 4-aminofenazona —
Com plexo quinona + 4H2O
O peróxido de hidrogênio formado reage com a 4- aminoantipirina e fenol, sob ação 
catalisadora da peroxidase (POD - Doador hidrogênio-peróxidorredutase), através de uma 
reação oxidativa de acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja 
intensidade de cor é proporcional à concentração da glicose na amostra.
Reagentes utilizados
1. Reagente Glicose Enz Color; 0,1 mmol.L* 4-aminofenazona, 5 mmol.L"' 
hidroxibenzoato, 5.000U.L ' glicose oxidase, 500 U.L ' peroxidase em 250 mL de água.
2. Tampão e estabilizador
3. Padrão de glicose: Solução de glicose a 100 mg.dl *.
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TABELA 7 - Procedimento de determinação da glicose.
Soluções Branco Padrão Teste
Reagente cor 2,0mL 2,0mL 2,0mL
Padrão - 20\xh -
Amostra Fermentado) - - 20|aL
* Homogeneizar suavemente, incubar durante 10 minutos a 37‘*C. Ler a absorbância da amostra (A  
Teste) e da solução padrão (A  padrão). A  cor é estável por duas horas.
Cálculo
mg de glicose por dL
„ A{teste)*\00  ^
Aipadrao)
Linearidade: O método é linear até 400 mg.dL'V Amostras com concentrações 
superiores devem ser diluídas com água destilada e restestadas.
4.4 - Determinação da concentração de etanoi e acetato de etila
A concentração de etanol e acetato de etila foi determinada por cromatografía em fase 
gasosa, usando-se cromatógrafo CG-90-DIC com detector de ionização de chama (DIC ar- 
hidrogênio), injetor manual e coluna POROPAK Q - 80-100 mesh, de 1 mm de diâmetro 
interno e 2m de comprimento acoplado a um microcomputador, onde foi realizada a 
integiação das áreas resultantes das análises cromatográficas. A integração e os
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cromatogramas foram obtidos através de uma placa de interface AD/DA- 
(MICROQUÍMICA).
Condições de operação:
* Gases de arraste; Nitrogênio com fluxo de 25 mL.min ’.
* Gases da chama; Hidrogênio e ar com vazão de 35 mL.min'^ e 300 mL.min ' 
respectivamente.
* Temperatura da coluna; 105^C
* Temperatura do detector; 230“C
* Temperatura do injetor; 185®C
* Volume da amostra; 2,0
Uma curva de calibração foi preparada para cada série de testes, com concentração de 
etanol e acetato de etila variando entre 0,2 e 5,0 g.L ' variando entre 0,2 e 5 g.L'\ O tempo 
de análise foi de 4,0 minutos. As amostras, bem como os padrões, foram diluídos, de forma 
que a concentração se enquadrasse na faixa da curva de calibração.
Foi realizado uma curva de calibração para diacetil nas concentrações que variaram 
entre 5 e 50 mg.L"’, nas mesmas condições utilizadas para a obtenção das curvas de etanol e 
acetato de etila, contudo, não foram detectados picos deste composto em nenhum dos 
ensaios fermentativos realizados.
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4.5 - Determinação da concentração de acetoína
A concentração de acetoína foi determinada por cromatografia em fase gasosa, usando 
o mesmo equipamento descrito anteriormente (CG-90), porém, nas seguintes condições:
* Gases de arraste: Nitrogênio com fluxo de 25 mL.min ‘.
* Gases da chama: Hidrogênio e ar com vazão de 35 mL.min* e 300 mL.min* 
respectivamente.
* Temperatura da coluna: 155°C
* Temperatura do detector: 230°C
* Temperatura do injetor: 185°C
* Volume da amostra: 3,0 |iL
A curva de calibração para acetoína foi preparada com concentrações variando entre
20mg.L'^e 500 mg.L'\
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A Figura 5 mostra o cromatograma de um padrão injetado
FIGURA 5 - Cromatograma do padrão de acetoína (300 mg.L'^).
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5 - M etodologia u tilizada nos cálculos
5.1 Fatores de conversão
Fator de conversão de substrato em produtos; (gp.gs ') (grama de produto/ grama de
substrato consumido).
Y p /s= (P n ,a x )/ ( S o - S f )  (5 )
Fator de conversão de substrato em células ; (gx gs ') (grama de células/ g de substrato 
consumido).
Y x /s=  (X„,ax -  X o )  /  (  So -  S f) ( 6 )
Onde:
Xniax ,Pmax : valores máximos de concentração de células (X^ax) (g-L"' ) e de produto 
(Pmax) (g-L ' ou mg.L ' dependendo do produto formado), respectivamente.
Xo, So : valores iniciais de concentração celular (g.L'^) e concentração de substrato 
(g.L '), respectivamente.
Sf: Concentração final do substrato (g.L"’).
3.5.2 - Produtividade máxima
Produtividade máxima em células (g.(L.h) ' :
Px=(Xn,ax)/t (7)
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Produtividade máxima em etanol
PeTO H - (PETOHmax) ! t  ( 8 )
Produtividade máxima em acetato de etila
P eT IL A - (PeTILAiii ax) ! t (9)
Produtividade máxima em acetoína
P aCET -  (  PACETmax) /  t  ( 1 0 )
onde:
t = tempo de fermentação estimado quando o substrato é igual a zero (h) à X„
(g.L-‘ ).
5.3 Velocidades instantâneas e específicas
A partir dos perfis de concentração celular, formação do produto e consumo do 
substrato com o tempo, foi possível determinar, em cada instante, as velocidades 
instantâneas de crescimento microbiano (dX/dt), formação do produto (dP/dt) e consumo de 
substrato (dS/dt).
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Dividindo-se as velocidades instantâneas pela concentração celular no ponto, obtêm- 
se as velocidades específicas de crescimento (ji), formação de produto (qp) e consumo de 
substrato (qs):
l /x  dx/dt ( 1 1 )
q p  = l/x  dP/dt (12)
q s  = l/x  dS/dt ( 1 3 )
As velocidades instantâneas e específicas de crescimento, formação de produto e 
consumo de substrato foram determinadas segundo metodologia descrita por LE DUY e 
ZAJÍC (1973). Para isso, foram traçadas curvas suavizadas a partir dos pontos experimentais. 
O intervalo de tempo, estabelecido para retirada das amostras foi de uma hora nos ensaios 
realizados em fermentador.
A velocidade específica máxima de crescimento foi calculada através do coeficiente 
angular da reta obtida plotando-se o logaritmo neperiano da concentração celular em fimção 
do tempo, quando o crescimento microbiano estava na sua fase exponencial de crescimentó.
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C A P ÍT U L O  I I I  - RESULTADOS E DISCUSSÃO
Neste capítulo, estão apresentados e discutidos os resultados obtidos neste trabalho. 
Primeiramente, são apresentados os resultados de experimentos realizados em tubos de 
ensaio, objetivando-se o estudo fisiológico das leveduras Hansenula anômala  (CCT2648), 
H anseniaspora guillierm ondii (CCT3800) e Kloeckera apiculata  (CCT0774). A seguir 
estão explicitados os resultados referentes à cinética efetuada em frascos agitados e 
fermentador, observando principalmente a influência da concentração inicial de glicose sobre 
o crescimento celular e produção de acetoína.
1 - Ensaios pre lim inares  em tubos de ensaio
Objetivando-se conhecer algumas características de crescimento celular em meio 
complexo pelas leveduras utilizadas neste trabalho, Hansenula anômala, Hanseniaspora  
guilliermondii e Kloeckera apiculata, foram simuladas algumas situações possíveis de 
ocorrer durante o processo de vinificação, tais como: baixas temperaturas, diferentes 
concentrações de etanol e diferentes valores de pH. O meio utilizado foi o YM e a 
concentração inicial de substrato (glicose) manteve-se constante em 15 g.L *.
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1.1 - Influência da concentração de etanol e pH sobre o crescimento celular
Numa análise multivariada, foi estudado o comportamento fisiológico das leveduras 
durante quinze dias de experimento quanto à habilidade de tolerar diferentes concentrações 
de etanol (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15 % v/v), em condições anaeróbicas, variando-se o pH (3,0; 
4,0; 5,0; 6,0). O resultado deste estudo indicou o pH inicial de crescimento usado nos 
experimentos posteriores.
Para este estudo, com base nos resultados encontrados por FLEET et 0 / (1988), fixou- 
se a temperatura em 10°C e variou-se a concentração de etanol (3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15 % 
v/v) e o pH (3,0; 4,0; 5,0 e 6,0).
Os resultados encontrados neste estudo estão demonstrados nas Figuras 6 , 7 e 8.
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FIGURA 6 - Influência do pH e da concentração de etanol sobre o crescimento de Hansenula 
anômala à temperatura de 10° C.













FIGURA 7 - Influência do pH e da concentração de etanol sobre o crescimento de 













FIGURA 8 - Influência do pH e da concentração de etanol sobre o crescimento de 
Kloeckera apiculata à temperatura de 10® C.
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Como demonstram as figuras, o etanol inibiu o crescimento celular das três leveduras, 
especialmente quando adicionado a altas concentrações. A medida que a concentração deste 
álcool aumenta, reduz-se o crescimento celular.
As Figuras 6, 7 e 8 mostram que existe uma forte influência do pH sobre o 
crescimento celular. Esta influência é tão mais acentuada quanto menor for a concentração 
de etanol no meio. Observa-se uma faixa ótima do pH em tomo de 5,0, onde o crescimento é 
máximo.
Em altas concentrações de etanol, há uma forte inibição do crescimento celular. 
Nesta região, pouca ou nenhuma influência do pH sobre o crescimento é notada para as três 
leveduras estudadas.
1.2 - Influência da temperatura sobre o crescimento celular
Com intuito de verificar a influência da temperatura sobre o crescimento celular, 
realizaram-se experimentos a 10, 20 e 30°C, fixando-se, baseado nos resultados obtidos no 
item 1.1, o pH inicial em 5,0 e a concentração de etanol em 3% (v/v). A concentração inicial 
de substiato foi mantida constante em 15g.L'  ^ de glicose. A Figura 9 apresenta as 
concentrações celulares máximas obtidas para as três leveduras.
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FIGURA 9 - Influência da temperatura no crescimento das leveduras em meio contendo 3% 
(v/v) de etanol, pH inicial 5,0 e Si =15 g.L"* no período de 5 dias.
Como demonstra a Figura 9, a melhor temperatura de crescimento para as tiês 
leveduras foi de 20^ ’C. Kloeckera apiculata teve um menor crescimento nas ti'ês 
temperaturas estudadas em relação às demais leveduras. Provavelmente isto se deva à 
adaptação às condições estabelecidas. Com efeito, durante o preparo do pré-inóculo (nas 
mesmas condições de temperatura da fennentação, 10, 20 e 30*'C ), foi notado um 
crescimento bem mais lento para esta levedura.
Apesar de se ter observado, pelos resultados apresentados na Figura 9, que a melhor 
temperatura para o crescimento foi de 20*^ C, optou-se por adotar 30‘*C como temperatura de 
incubação em frascos agitados. A razão desta escolha prende-se principalmente ao fato de
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que, segundo AMERINE et al. (1979) e BENDA (1981), a melhor produção de acetoína, 
objetivo principal deste trabalho, ocorre à temperatura de 30°C.
2 - Ensaios em frascos agitados
2.1 - Influência do pH inicial no crescimento celular
Com o objetivo de investigar a influência do pH inicial sobre o crescimento das três
leveduras em estudo, foram realizados ensaios utilizando valores de pH iniciais de 3,0; 4,5; e
5,5 e fazendo variar a concentração inicial de glicose em 15 e 20 g.L'*. A temperatura de 
cada ensaio foi mantida constante à 30° C.
As Figuras 10 e 11 apresentam os resultados fmais de crescimento celular para as três 
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FIGURA 10 - Influência do pH sobre o fator de conversão de substrato em células para as 
três leveduras do vinho, à concentração inicial de glicose de 15 g .L '\
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FIGURA 11 - Influência do pH sobre o fator de conversão de substrato em células para as 
três leveduras do vinho, à concentração inicial de glicose de 20 g.L \
Observa-se, pelos resultados apresentados nestas figuras, que à medida que o pH 
aumenta (até 5,5 máximo estudado), aumentam também os fatores de conversão de substrato 
em células para as três cepas analisadas, sendo que a Hamemda anômala apresenta o maior 
fator de conversão (Yx/s= 0,29 gx gs *) em relação às outias duas leveduras, Hanseniaspora 
guilliermondii (Yx/s = 0,25 gx.gs') e Kloeckera apiculata (Yx/s = 0,19 gx-gs"'). Os 
resultados revelaram que o pH inicial mais indicado ao crescimento, para as duas 
concentiações iniciais de glicose estudadas, é 5,5.
A influência do pH inicial sobre o fator de conversão é bem mais acentuado que a 
concentração inicial de glicose. Esta última, na verdade, não apresenta grande diferença 
quando se passa de 15 para 20 g.L *. Quanto ao pH, por sua vez, as Figuras 10 e 11 permitem
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observar que quando se passa de 3,0 para 5,5, ocorrem ganhos no fator de conversão para as 
três leveduras, e isto, para as duas concentrações iniciais de glicose.
2.2 Evolução do pH
Considerando-se que não houve o controle de pH, efetuou-se o monitoramento do pH 
ao longo do tempo, partindo-se do pH inicial de 5,5. Os resultados estão apresentados na 
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FIGURA 12 - Evolução do pH inicial 5,5 em função do tempo em meio contendo 20 g.L'  ^ de 
concentração inicial de glicose para as três leveduras mantidas à temperatura de SO^C.
Conforme pode-se observar, há uma diminuição no valor do pH de 5,5 para 4,9 e de
5,5 para 5,1 para as leveduras H'spora guilliermondii e Kl. apiculata, respectivamente. 
Logo em seguida nota-se uma elevação gradativa até valores de 5,2 para H'spora
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guilliermondii e de 5,4 para Kl. apiculata. Esta elevação só ocorre a partir do momento em 
que o substrato atinge valores desprezíveis. O mesmo comportamento não ocorre com a H. 
anômala. O pH passa de 5,5 para 4,5 no decorrer da fermentação e não se eleva nem mesmo 
5 horas após esgotamento total do substrato. Estes resultados aparentemente estão 
relacionados com o tipo de produto formado. Além do mais, a H. anômala tem a 
capacidade de assimilar outras fontes de carbono, que não seja a glicose, o que não ocorre 
com as leveduras apiculadas (SMITH, 1984).
As leveduras apiculadas, além de álcoois superiores, formam acetoína, glicerol, 
etanol, acetato de etila, ácido succínico e ácido acético. Provavelmente os produtos mais 
relevantes para o abaixamento do pH sejam o ácido acético e o ácido succínico (CIANI E 
PICCIOTTI, 1995). Estes produtos são resultantes do metabolismo do piruvato (Anexo 1) e 
continuam a ser transformados em novos produtos de acordo com a necessidade da célula, 
razão pela qual ocorre elevação do pH após esgotamento do substrato. Outra hipótese quanto 
ao aumento do pH é a proteólise dos microrganismos, fenômeno natural que ocorre após 
esgotamento completo de substrato, principalmente quando estes não utilizam outra fonte de 
carbono (às vezes etanol resultante do próprio metabolismo celular); como conseqüência da 
degradação de proteínas, há formação de amónia e esta pode ser responsável por esta 
elevação do pH.
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3 - Ensaios em fermentador
3.1 - Influência da concentração inicial de substrato sobre o crescimento celular.
Foram realizados ensaios em batelada com concentrações iniciais de substrato 15, 20 
e 40 g.L'', mantendo-se o mesmo pH inicial, a temperatura e a velocidade de agitação e 
aeração em 5,5; SO^ C^ e 500 rpm e 1,5 wm, respectivamente. A velocidade do agitador (500 
rpm) foi escolhida por promover uma boa homogeinização do meio e proporcionar uma boa 
transferência de oxigênio às células. Agitações maiores provocam a formação abundante de 
espuma no meio de cultivo.
As diferentes concentrações iniciais de glicose foram avaliadas quanto à formação de 
biomassa e produto (etanol acetato de etila e acetoína) para as leveduras H'spora 
guilliermondii, H. anômala e Kl. apiculata. Os perfis das curvas de concentrações 
celulares, acetato de etila e etanol para concentração inicial de glicose de 15 g.L'’, nas 
condições descritas acima, estão representados nas Figuras 13, 14 e 15.
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FIGURA 13 - Cínética de crescimento da levedura H'spora guilliermondii em meio YM 
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FIGURA 14 - Cinética de crescimento da levedura H. anômala em meio YM contendo uma 
concentração inicial de glicose de 15 g.L'  ^ e a 30°C.
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FIGURA 15 - Cinética de crescimento da levedura KL apiculata em meio YM contendo uma 
concentração inicial de glicose de 15 g.L"* e a SO^C.
Com base nos resultados apresentados, verifica-se que a curva de crescimento celular 
das tiês leveduras é semelhante quanto à formação de biomassa (g.L'‘), atingindo 
concentrações máximas (X^ax) em tomo de 3 e 4 g.L"‘. Verifica-se também que a 
concentração de etanol produzido pela Hansenula anômala foi aproximadamente duas vezes 
maior que aquela produzida pelas outras duas leveduras.
O menor tempo de fermentação (estabelecido quando o substrato foi totalmente 
consumido) ocorreu com a H 'spora guilliermondii (aproximadamente 6 horas). H. anômala 
apresentou a maior velocidade específica de crescimento (0,77 h''), coincidindo também 
com uma menor fase de adaptação (fase lag) que as outras duas leveduras estudadas (tabela 
9).
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o  comportamento cinético destas leveduras numa concentração mais elevada de 
glicose (20 g.L'’) está explicitado nas Figuras 16, 17 e 18.












pH *  E ta r» !''^  _

















f i g u r a  16 - Cinética de crescimento da levedura H’spora guilliermondii em meio YM a 30®C 






























F IG U R A  17 - Cinética de crescimento da levedura KL apiculata em meio YM a SO^ C numa 
concentração inicial de glicose de 20 g.L"*.
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FIGURA 18 - Cinética de crescimento da levedura H. anômala em melo YM a 30®C numa 
concentração Inicial de glicose de 20 g .L '\
Observa-se que os comportamentos cinéticos são semelhantes para as leveduras 
apiculadas, o que pode ser explicado pelo fato destas leveduras terem comportamentos 
fisiológicos semelhantes (MILLER e PHAFF, 1958). H. anômala por sua vez, como 
também observado na concentração inicial de glicose de 15 g.L"', produz maiores 
concentrações de etanol e acetato de etila que H ’spora guilliermondii e Kl. apiculata.
Nas concentrações de glicose de 15, 20 e 40 g.U' , a 30°C e em pH em tomo de 5,5, 
os valores da velocidade específica máxima (jXmax) para H ’spora guilliermondii. Kl. 
apiculata e H. anômala encontram-se resumidos na Tabela 8. As cinéticas de crescimento 
das três leveduras para concentrações de 40 g.L"’ de glicose encontram-se no item 3.3.
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TABELA 8- Resumo dos principais parâmetros cinéticos para as três leveduras, a SO^C, em 
pH 5,5 e nas concentrações iniciais de glicose de 15, 20 e 40 g.L \
C o n c e n tr a çã o  inicial de 1 5 g .L ‘ 20 g.L  ‘ 40 g.L  ‘
G licose (g.L  ‘)
M-max Yx/s M'max Yx/s |J-niax Yx/s
( h ‘) íg.x.gs‘) (11*) íg x .g s') (! . ') ( g .g ‘)
H. anômala 0,77 0,26 0,54 0,29 0,47 0,33
H '.spora guilliermondii 0,72 0,23 0,52 0,25 0,44 0,29
KL apiculata 0,69 0.19 0,51 0,20 0,34 0.26
A Figura 19 demonstra a influência da concentração de substrato sobre a velocidade 
específica máxima de crescimento nas mesmas condições de cultivo (pH 5,5 e a SO^ C^).
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FIGURA 19 -  Velocidade específica máxima de crescimento e fator de conversão substrato 
em células em função de diferentes concentrações iniciais de glicose.
Conforme pode-se observar, pela Figura 19, as velocidades específicas máximas de 
crescimento à concentração inicial de 15 g.L"', apresentam valores mais elevados (0,77h'\ 
0,72h ' e 0,69h"‘) para as leveduras H. anômala, H'spora guilUermondii e Kl. apiculata,
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respectivamente, evidenciando um efeito inibidor do crescimento para concentrações 
maiores de glicose.
Conforme mostra a Figura, o Yx/s foi influenciado pela concentração inicial de 
glicose. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a concentração de glicose afeta 
o crescimento destes microrganismos. Observa-se pela Figuras 19 que, embora ocorra uma 
diminuição das velocidades específicas máximas com o aumento da concentração de glicose, 
há um aumento do Yx/s para as três leveduras estudadas.
3.2 - Efeito da concentração inicial de glicose na produção de acetoína
Para determinar a influência da concentração inicial de glicose sobre a produção de 
acetoína e/ou diacetil pelas três leveduras, foram realizadas fermentações à SO^’C, pH inicial 
de 5,5, velocidade de agitação de 500 rpm e aeração 1,5 wm, usando-se as seguintes 
concentrações iniciais de substrato (glicose); 10 g.L'\ 15 g.L'*, 20 g.L'* e 40 g.L*. A 
identificação e a quantificação dos compostos foram realizados por cromatografía gasosa, 
conforme descrito em materiais e métodos.
Em nenhum dos testes efetuados foi detectada presença de diacetil. Da mesma forma, 
a presença de acetoína não foi detectada a níveis significativos em fermentações contendo 
concentrações iniciais de glicose de 10, 15 e 20 g.L*. Para feiTnentações contendo 
concentrações de 40 g.L * de glicose inicial, por outio lado, foram encontrados altos níveis 
de acetoína conforme é observado na Figura 20.
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FIGURA 20 - Evolução da concentração de acetoína em função do tempo para as espécies 
estudadas ã temperatura de 30® C e concentração inicial de glicose de 4 0 g .L \ Agitação de 
500 rpm e vazão de ar de 1,5 vvm.
A produção de acetoína atingiu valores máximos de 334,0 mg.L'" e 277,0 mg.L'’ após 
13 e 17 horas de fermentação para H ’spora guilliermondii e Kl. apiculata respectivamente. 
Quanto à H. anômala nenhuma produção de acetoína foi observada. Sabe-se que algumas 
leveduras produzem a-acetolactato, mas não possuem a enzima a-acetolactato 
descarboxilase e não podem formar acetoína a partir do a-acetolactato por elas produzido 
(COLLINS, 1972). Provavelmente foi o caso da levedura//, anômala.
RESU1.TAIX)S E DISCUSSÃO 82
3.3 - Cinéticas de crescimento ceiuiar e produção de acetoína a 40 g.L'* de glicose inicial
As Figuras 21 e 22 apresentam as cinéticas de crescimento, consumo de substrato e 
produção de acetoína para as duas leveduras produtoras deste composto, Hameniaspora 
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FIGURA 21 - Cinética de crescimento da H’spora guilliermondii em meio YM com 40g.L  ^ de 
glicose inicial a SO^C.
Conforme demonstra a Figura 21, a produção de acetoína começou a ser detectada 
aproximadamente após 7 horas de fermentação. Neste ponto, a concentração de glicose 
estava em tomo de 30 g.L''. A concentiação máxima de acetoína (334 mg.L'') foi atingida 
após 13 horas do início do processo fermentativo. Neste ponto a concentração de glicose
observada era de aproximadamente 12 g.L '.
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Nestas condições, observou-se para a H ’spora guilliermondii que a velocidade 
específica máxima de crescimento (|.imax) foi igual a 0,44 h '. A produtividade máxima de 
células foi de 0,63 g.(L.h)'', e a produtividade máxima em acetoína 0,028 g.(L.h)'*. Valores 
de 0,29 gx.gs ' e 0,0085 gp.gs ' foram determinados para o fator de conversão de substiato 
em células e o fator de conversão de substrato em produto (acetoína), respectivamente. A 
fase exponencial de crescimento celular termina em tomo de 12 horas, quase coincidindo 
com o tempo de produção máxima de acetoína (Anexo 4). Os resultados dos parâmetros 
cinéticos estão resumidos na Tabela 10 e o gráfico de determinação da velocidade específica 
máxima de crescimento encontra-se no Anexo 4.
A Figura 21 mostra ainda, uma possível associação da produção de acetoína com o 
crescimento celular. De fato, observa-se que a curva de formação de produto, que começa a 
ocorrer em tomo de 7 horas após o início de fermentação, tem dentro de certos limites, uma 
forma semelhante á da curva de crescimento celular. O mesmo foi observado para Kl. 
apiculata (Figura 22).
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FIGURA 22 - Cinética de crescimento da Kl. apiculata em meio YM com AOg.L"* de glicose 
inicial a 30°C.
A velocidade específica máxima de crescimento (Umax) para K. apiculata foi igual a 
0,34 h ‘ e a maior concentiação de acetoína encontrada foi de 277 mg.L'* após 16 horas do 
início da fermentação. O fator de conversão de substrato em células e substrato em produto 
foi de 0,26 gx g s ' e 0,0069 g{..gs * respectivamente. Para a produtividade máxima em 
células e produtividade máxima em acetoína os valores encontrados são: 0,58 g.(L.h) * e 
0,017 g.(L.h)'' respectivamente.
Nota-se, nestas duas cinéticas de crescimento uma semelhança quanto ao tempo de 
início de produção de acetoína e a concentração de glicose no momento em que a acetoína 
começa a ser detectada. Para as duas leveduras, o início da formação de acetoína foi similar, 
isto é, no tempo igual a 7 horas, e a concentração de glicose de aproximadamente 30 g.L‘‘.
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Porém, a velocidade de formação de acetoína e a concentração máxima desta molécula foram 
diferentes. A Kl. apiculata apresentou valores máximos deste produto em 16 horas 
(aproximadamente) enquanto que H ’spora guilliermondii mostrou um pico máximo em 
aproximadamente 12 horas de fermentação.
Estes dados sugerem que sejam realizadas fermentações com concentração inicial de 
30 g.L“' de glicose nos trabalhos futuros, para que esta cinética seja melhor avaliada.
A Figura 23 representa a produtividade em acetoína para as duas leveduras.
FIGURA 23 - Produtividade máxima em acetoína, em função do tempo, para as leveduras 
H’spora guilliermondiie KL apiculata.
Conforme demonstra a Figura 23, a levedura / / guilliermondii apresenta maior 
produtividade em acetoína que a Kl. apiculata, atingindo, respectivamente, valores de 0,028 
g,(L.hX'e 0,017 g,(L.h)-'.
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A Tabela 9 mostra os fatores de conversão, a taxa específica de crescimento máxima, 
e as produtividades máximas referentes às leveduras H ’spora guilliermondii e Kl. apiculata.
TABELA 9 - Parâmetros cinéticos para as duas leveduras apiculadas para a concentração
de glicose de 40 g.L \  pH 5,5, temperatura 30®C e vazão de arde 1,5 w m .
Yx/s Yp/s m^ax Px Pacet
MICRORGANISMO gx-gs * gp.gs‘ h ‘ g.(L.h)-* g.(L.h)-‘
H ’spora guilliermondii 0,29 0,0085 0,44 0,63 0,028
KL apiculata 0,26 0,0069 0,34 0,58 0,017
Comparando os parâmetros cinéticos das duas leveduras apiculadas, nota-se que a 
H ’spora guilliermondii apresenta valores mais altos em todos os casos. Estes resultados 
indicam que esta é a levedura de escolha para a produção de acetoína.
Segundo ROMANO et a/. (1993), 96 leveduras selvagens foram isoladas do mosto da 
uva, sendo 48 cepas de Hameniaspora guilliermondii e 48 cepas de Kloeckera apiculata 
produziam cerca de 200 mg.L"' de acetoína em mosto de uva, cinco vezes mais que em meio 
sintético (meio de cultivo proposto por WICKERHAM com 50 g.L * de glicose - Anexo 2). 
Se compararmos com os resultados obtidos neste estudo (344 e 277 mg.L'’ de acetoína para 
H ’spora guilliermondii e Kl. apiculata respectivamente), houve um aumento significativo 
quanto à produção de acetoína por estas leveduras em meio complexo, usando 40 g.L‘* de 
glicose. Talvez tal fato tenha ocorrido devido às condições de cultivo serem muito diferentes. 
Nos trabalhos destes autores, o pH utilizado foi 2,85, a temperatura de incubação em frascos
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Nos trabalhos destes autores, o pH utilizado foi 2,85, a temperatura de incubação em frascos 
foi de 20°C sem agitação por 20 dias. Conforme relatado anteriormente, baixos valores de 
pH induzem a baixas concentrações celulares. Se a produção de acetoína estiver mesmo 
relacionada ao crescimento celular, pH abaixo de 3,0 produzirá menor concentração deste 
produto. Além do mais, relatos bibliográficos (AMERINE et a i, 1979), indicam que a 
temperatura ideal de produção deste aroma foi de 30 - 35** C.
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a agitação, aeração, temperatura de 
incubação, pH e concentração inicial de glicose têm grande influência para a produção de 
acetoína. Como não foi encontrado na literatura resultados do cultivo dessas leveduras em 
fermentador, sugere-se que novos estudos sejam realizados para que os parâmetros cinéticos 
aqui apresentados possam ser confrontados.
3.4 - Produção de etanol e acetato de etila
A concentração de etanol e teor de acetato de etila produzidos pelas leveduras numa 
concentração inicial de glicose de 40 g.L'' foram avaliados. As Figuras 24 e 25 demonstram 
as diferentes concentrações destes produtos encontrados .
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Figura 24 - Etanol formado pelas leveduras (S|= 40 g.L \  pH= 5,5, temperatura de 30“ C).
As \e\edmas H ’spora guilliermondii, Kl. apiculata e H. anômala produziram etanol 
a uma concentração máxima de 3,6 g.L'', 4,3 g.L * e 4,4 g.L'' respectivamente. O fator de 
conversão de glicose em etanol nestas condições de cultivo foram 0,090 giTon g s ' para 
H ’spora guilliermondii, 0,10 gEroii gs ' para Kl. apiculata e 0,11 gETon g s ' para H. 
anômala.
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FIGURA 25 -  Produção de acetato de etila (g.L"*) pelas três leveduras {S,= 40 g.L \  pH= 5,5, 
temperatura de 30“ C).
-1Concentrações de 1,3 g.L'  ^ de acetato de etila foram detectadas quando 40 g.L 
de glicose foram completamente consumidos pela H'spora guilliermondii. Níveis 
semelhantes deste produto foram encontiados pela Kl. apiculata (1,1 g.L"') nas mesmas 
condições de cultivo.
H. anômala produziu mais acetato de etila que as leveduras apiculadas (3,6 g.L''). 
QURESHI e TAMHANE (1987) e PASTORE (1994), fazem menção a esta levedura como 
boa formadora deste produto. Células imobilizadas desta levedura produzem concentrações 
na ordem de 40 g.L’' de acetato de etila em processos fermentativos contínuos.
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3.5 - Influência da sacarose e glicose na produção de acetoína.
Com a finalidade de estudar uma possível influência da sacarose no crescimento 
celular e viabilizar um processo industrial de produção de acetoína, foi realizado um 
experimento tendo como substrato inicial 50 g.L * de glicose e 50 g.L * de sacarose nas 
mesmas condições de cultivo das fermentações anteriores (temperatura, velocidade de 
agitação pH e aeração de 30° C, 500 rpm e 5,5 e 1,5 wm, respectivamente). A levedura 
escolhida foi a que melhor comportamento apresentou quanto à produção de acetoína 
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FIGURA 26 - Cinética de crescimento da H’spora guilliermondii em batelada à concentração 
de substrato inicial de 100 g.L'  ^ (glicose e sacarose) à temperatura de 30° C, pH 5,5, 500 rpm 
de agitação no fermentador e 1,5 wm  de vazão de ar.
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A  Figura 26 mostra uma diauxia entre aproximadamente 14 e 17 horas de 
fermentação. Segundo MILLER e PHAFF (1958) e VAN RU GRONINGEN (1984), esta 
levedura não utiliza a sacarose como fonte de carbono. Nota-se também, uma alta 
concentração celular (aproximadamente 30 g.L *), tal fato, indica uma maior disponibilidade 
de substrato, o que nos leva a acreditar que houve uma diauxia entre a glicose (glicose 
adicionada mais a glicose proveniente da hidrólise da sacarose, ocorrida após autoclavagem) 
e fiaitose (fruto da hidrólise da sacarose).
Observa-se pela figura, que a duração da fase de crescimento na segunda curva é 
menor que a primeira, isto é indicativo que a concentração do segundo açúcar (fintose) é 
menor que a concentração do primeiro (glicose).
Novos estudos devem ser realizados para determinar se existe a possibilidade da 
adição de glicose ao meio, induzir a assimilação de sacarose por esta levedura. Pode ser que 
a glicose seja um indutor para o sistema enzimático da H ’spora guilliermondii. Não se 
possuem dados bibliográficos para afirmar esta hipótese, uma vez que no processo de 
classificação de leveduras não se emprega dois açúcares diferentes ao mesmo tempo e sim 
um açúcar por vez.
Os resultados encontrados também indicam que houve uma inibição na produção de 
acetoína, pois não foi detectada a presença deste produto pelas técnicas analíticas utilizadas. 
Provavelmente esta inibição ocorreu pelo excesso de substrato contido no meio de cultivo, 
desviando talvez a via metabólica.
CAPÍTULO IV - CONCLUSÕES E PERSFECTIVAS
As principais conclusões que se pode tirar deste trabalho são as seguintes:
• O comportamento cinético das leveduras H ’spora guilliermondii. Kl apiculata e H. 
anômala é influenciado pelo pH inicial, temperatura, concentração de etanol e 
concentração inicial de substrato.
• O etanol se comporta como inibidor de crescimento celular.
• O aumento na concentração de substrato reduz o ^ax e aumenta Yx/s-
• O valor de pH ótimo para o crescimento celular se situa em tomo de 5,0.
• Em condições anaeróbicas, as leveduras mostraram melhor crescimento a 20°C.
• H. anômala apresenta, em termos de , Y x/s e produção de acetato de etila, maior 
atividade que as demais estudadas.
• Fermentações conduzidas por H. anômala não proporciona acúmulo de acetoína no 
meio de cultura.
• H'spora guilliermondii pode ser considerada a levedura de escolha para produção e 
acúmulo de acetoína no meio.
• A formação de acetoína apresenta uma fase de demora da ordem de 7 horas e é 
estimulada com o aumento da concentração de substrato (glicose).
• A produção de acetoína tem se mostrado associado ao crescimento.
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Os resultados deste trabalho levaram a uma série de questionamentos, que poderão 
der abordados na continuidade deste estudo.
♦ Os ensaios fermentativos foram realizados em batelada, sugere-se a avaliação do 
melhor processo fermentativo para produção de acetoína (como batelada 
alimentada ou contínuo).
♦ Novos estudos são necessários em relação ao controle do pH no processo 
fermentativo, uma vez que a evolução do pH foi espontânea nos ensaios realizados 
neste trabalho.
♦ Outras técnicas de quantificação de acetoína, como sensores on-line de compostos 
voláteis e técnicas colorimétricas, poderiam ser avaliadas e comparadas com as 
técnicas utilizadas neste estudo.
♦ A otimização do meio de cultivo se faz necessário para as leveduras produtoras de 
acetoína, talvez por técnicas de planejamento experimental, já que duas variáveis 
foram determinadas neste estudo (pH inicial e concentração inicial de glicose).
♦ Sugere-se estudar também o coeficiente voliraiétrico de transferência de oxigênio 
(Kta), na intenção de aumentar a produtividade em acetoína, já que a aeração é 
um fator fimdamental à produção deste composto.
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ANEXO 1




MEIO DE CULTURA segundo WICKERHAM 1951
glicose 50g/L biotiua lO^ig/L
(NTÍ4)2S0 4 5g/L ác. Fólico 02^ig/L
KH2PO4 0,85 g/L niacina 400 |j,g/L
K2HPO4 0,15 g/L ác. Paraaminobenzóico 200fig/L
MgS04.7H20 0,5 g/L riboflavina 200 j^g/L
NaCl 0,1 g/L tiamina 400 (ig/L
CaCl2 0,1 g/L H3BO3 500 p,g/L
Inositol 0,01 g/L CUSO4.5 H2O 40 ng/L
Kl 100 iig/L
FeCl3.6H2 0 200 1 ig/L
MnS0 4 400 (xg/L
ZnS04.7H20 400 )ig/L














Cur\acalibraçãoA::etato de etila 
g/L=A^,65487/5,65684 j à '
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FIGURA 29 - Curva de calibração do 
Acetato de etila.
FIGURA 30 - Curva de calibração do 
etanol.
C u r v a  de  c a l i b r a ç ã o  da  A c e t o í n a
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FIGURA 31 - Curva de calibração da Acetoína.
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ANEXO 4
VELOCIDADES ESPECÍFICAS MÁXIMAS DE CRESCIMENTO
1 P -
^OQdsde 6^36ofic3 rrÉM rrs 







Linear f^gesBon fcr Caa2_LN 
Y=A+B *X
2  Q O - / FfeíarrVal tesd
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B0,717Q üttJb
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P-0 ,00004
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FIGURA 32 - Velocidade específica máxima 
para Hanseniaspora guilliermondiL Glicose = 15 
g /L ; Uma* =  0,72.
FIGURA 33 - Velocidade específica 
máxima para Hansenula anômala. 
Glicose = 15 g/L; Hinax=0,77.
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FIGURA 34 - Velocidade específica máxima FIGURA 35 - Velocidade específica 
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FIGURA 36 - Velocidade específica 
máxima para Hanseniaspora guilliermondii. 
Glicose=20 g/L; n„ax=0,52.
FIGURA 37 - Velocidade específica 
máxima para Hanseniaspora guilliermondii. 
Glicose=40 g/L; Hma*=0,44.
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- ünear Regressicn for C0ta3 B:
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Y = A » B * X
■  '
■  ParamVal i*sd
1,5 -
_  A- 1 6)6320, 0 7 6 8
1,0 -
B O . 29050 . 0(78 
■  R =0 ,99888
0,5 - M  S D =  0.0602. N = 6
P = 1 .8889& 6
1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
6 8 10 12 14 16 
Tempo (horas)
FIGURA 38 - Velocidade específica 
máxima para Hanseniaspora guilliermondii. 
Substrato=100 g/L; „^ax=0,33.
FIGURA 39 - Velocidade específica 
máxima para Hansenula anômala. 
Glicose=40 g/L; n„ax=0,47.
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FIGURA 40 -  Velocidade específica máxima para 
Kloeckera apiculata. Glicose=40 g/L; fi„a^ =0,34.
